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(57) Abstract: The invention concerns an immunogenic or vaccine composition inducing an immune response against the native E7 
protein of Papillomavirus HPV-16, without simultaneously inducing inununosuppression, said composition comprising, as active 
principle, a non-immunosuppressive mutated E7 protein comprising the amino acid sequence consisting, from the N-terminal, to- 
waids the C-terminal, of: (i) amino acid sequences 1-19 of sequence SEQ ID N*3; (ii) an amino acid sequence having (a) substitution 
of at least one amino acid, relative to the corresponding sequence of amino acids 20-29 of sequence SEQ ID N*3 or (b) deletion of at 
least four consecutive amino acids, relative to the corresponding sequence of amino acids 20-29 of sequence SEQ ID N*3; and (iii) 
the sequence of amino acids 30-98 of sequence SEQ ID N*3. 

(57) Abr^6 : U invention concerne une composition immunog^ne ou vaccinale induisant une reponse immunitaire k Tencontre de 
la proteine E7 native du Papillomaris HPV-16, sans induire simultan^ment une immunosuppression, ladite composition comprenant, 
a titre de principe actif, une proteine E7 mut^ non immunosuppressive comprenant la sequence en acides amines qui consiste, de 
I'extremite N-terminale, vers Textr^mite C-terminale, en : (i) la sequence d'acides amines 1-19 de la sequence SEQ TD N**3 ; (ii) une 
sequence d* acides amines possedant (a) la substitution d'au moins un acide amine, par rapport k la sequence correspondante d' acides 
amines 20-29 de la sequence SEQ ID N°3 ou (b) la deletion d'au moins quatre acides amines consecutifs, par rapport k la s^uence 
correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID N**3 , et (iii) la sequence d'acides amines 30-98 de la sequence SEQ 
IDN^3. 
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Composition immunogene ou vaccinaie non immunosuppressive, 
comprenant une proteine E7 mut6e du virus HPV-16. 

DOMAINE PE LMNVENTION 

La presents invention se rapporte au domaine de la prevention ou du 
5 traitement de certains cancers associ6s a une infection par le Papillomavirus 
de type HPV-16. 



ART ANTERIEUR 

Plusieurs especes de papillomavirus humain, ou HPV. sont 

10 consid6r6es aujourd'hui comma les agents causals de cancers. En 
particulier. les HPV de types 16. 18, 31 , 33 et 51 sont fr6quemment associ6s 
aux cancers ano-genitaux, y compris le cancer du col ut^rin de la femme. 

Plus de 50% des carcinomas squameux du col utSrin sont associ^s au 
papillomavims HPV detype 16. 

15 Les oncoprot6ines virales E6 et E7 de HPV sont fortement impliquees 

dans les m6canismes moleculaires par lesquels ces virus contribuent au 
developpement de ces cancers. Ces deux oncoproteines agissent en 
inactivant les regulateurs du cycle cellulaire que constituent la proteine p53 
et la prot6ine du retinoblastoma, provoquant ainsi r6venement initiateur de la 

20 progression ^ 6tapes multiples vers le cancer. 

En general, les tumeurs malignes sont constituees de cellules 
cancereuses porteuses d'antig6nes associes (TAA) ou d'antigdnes 
sp6cifiques (TSA) et d'un micro-environnement stromal particulier, 
caractdrls^es par une hypervascularisation, ou neoangiogenSse, qui peut 

25 etre accompagn^e d'une paralysie des cellules tmmunitaires, c'est-a-dire ^ 
un §tat d'immunosuppression. Initialement. Timmunosuppression reste 
localis^e au niveau de la tumeur, puisque I'individu est encore capable de se 
d§fendre contre les autres agressions telles que des infections. 

Cependant, avec la dissemination mStastatique, I'immunosuppression 

30 peut s'etendre et se g^nSraliser, comme I'atteste la fragility aux infections du 
canc6reux au stade terminal . Cette immunosuppression met en jeu des 
facteurs paralysants qui sont produits par les cellules cancereuses ou par les 
cellules de leur environnement La paralysie locale des cellules du systeme 
immunitaire, ou immunosuppression, repr^sente done une arme majeure des 
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cellules canc^reuses qui leur permet d'Schapper au systdme immunltaire de 
I'hSte- 

Cat etat d'lmmunosuppression a aussi 6t6 observ6 dans les cancers 
provoqu6s par una infection par HPV-16. Catte immunosuppression 

5 constitue aujourd'hui un obstacle technique majeur dans la mise au point de 
compositions vaccinales preventives ou curatives d I'encontre des cancers 
provoqu6s par una infection par HPV-16. En effet, les strategies vaccinales 
anti-HPV-16 actuelles privil6gient Tinduction d'une proliferation da cellules T- 
cytotoxiques reconnaissant sp6cifiquement certains antigenes produits par 

10 HPV-16, en particuliar les prot6ines E6 et E7, lorsqu'ils sont associes aux 
antigenes de classe I du compiexe majeur d'histocompatibilit6 (MHC) a la 
surface membranaire des cellules cancereuses infectees. 

Certains auteurs ont associ6 Timmunosuppression observ§e dans des 
cancers provoqu6s par HPV-16 ^ Tobservation de niveaux d'expression 

15 r6duits des molecules de classe I du MHC & la surface des cellules 
cancereuses du col uterin (Cruz et a!., 1999), ou encore a une reduction de 
Texpression de la chaTne delta du r6cepteur des cellules T (TCR) chez des 
patients exprimant une dysplasie pre-neoplastique (Muderspach et al., 2000). 
D'autres auteurs ont associe I'etat dlmmunosuppression a un defaut de 

20 reponse des cellules T d d'eventuels signaux produits par les cellules 
tumoralas et transmis aux cellules immunitaires en provoquant leur 
apoptose, par example du fait d'une interaction Fas/Fas-ligand (Schoell et 
al., 1999). 

D'autres auteurs ont observe que I'immunosuppression associee a un 
25 cancer provoque par una infection par HPV etait concomitante a une 
augmentation de IL-10 (El Sherif et al. 2001 ; Giannini et al. 1998 ; Giannini 
et al. 2002) et de TGF-beta-1 (Giannini et al. 1998) ainsi qu'a une reduction 
de riFN-gamma sous-epitheiial (El Sherif et al. , 2001 ). 

Des travaux anterieurs des inventeurs relates dans la demande 
30 Internationale publiee sous le n°WO 00/03732 , ont montre que, dans le cas 
du cancer du col uterin provoque par HPV. la proteine E7 du papillomavirus 
etait impliquee dans une immunosuppression locale au niveau des tumeurs 
ou de cellules infectees. 

^immunosuppression induite par la proteine E7 a ete caracterisee par 
35 Tinhibition de la proliferation des cellules T stimuiees par le PPD ou le 
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toxoide tetanique, Tinhibition de la proliferation des cellules T stimulees par 
des cellules allog^niques, la surproduction d'IFN-a (cytokine 
immunosuppresive ) par les cellules presentant Tantigene (APC). Afin de 
r^duire ou de bloquer rimmunosuppression induite par la prot§ine E7 soluble 

5 de HPV, il a et6 propose rutitisation de d6rlv6s non toxiques de la proteine 
E7 comme antig§ne en vue de Tinduction d'anticorps dirig^s speclfiquement 
centre la proteine E7 extracellulaire. En vue de fabriquer des composes 
tmmunogenes derives de E7 d§poun/us des effets d§leteres de la proteine 
native, il a 6t6 propose de modifier la proteine E7 native, soit par modification 

10 chimique, soit par modification genetique, notamment en operant des 
insertions, des deletions ou des substitutions de r^sidus d'acides amines 
destinees a diminuer ou supprimer les sites fonctionnels del6teres de la 
proteine native. Dans ce contexte, il a et6 d6crit une prot6ine E7 modifiee 
chimiquement, denuee d'activit6 immunosuppressive, apres traitement de la 

15 proteine E7 native par le glutaraldehyde. 

Les modifications chimiques proposees pour rSduire ou bloquer les 
propriet^s d Immunosuppression de la proteine E7 native, telies que dScrites 
dans retat de la technique, visent ^ ajouter un groupe chimique au squelette 
carbon^ de la proteine E7 native, par couplage d'une fonction reactive de I'un 

20 des acides amines de cette proteine avec une fonction aldehyde, 
carboxamide ou malSimide, sans alteration de la sequence en acides amines 
de la proteine native, c'est-d-dire sans apporter de modifications 
significatives d la structure primaire de la proteine E7. 

De fait, les diverses compositions immunog^nes anti-E7 decrites dans 

25 retat de la technique, en vue de la realisation de preparations vaccinates 
preventives ou curatives rencontre de cancers provoques par une infection 
par HPV-16, qui visent prioritairement induction d'une reponse immunitaire 
par la production de lymphocytes cytotoxiques (CTL) specifiques de la 
proteine E7 exprimee ^ la surface des cellules infectees, contiennent, en tant 

30 qu'antigene, soit la proteine E7 complete, eventuellement modifiee 
chimiquement (Gerard et al., 2001) soit des peptides derives de la proteine 
E7 (Muderspach et al.. 2000 ; Schoell, 1999 - precites). Dans tous les cas, y 
compris lorsque des peptides derives de la proteine E7 native sont utilises, tl 
n'a pas ete introduit de modification dans la sequence d'acides amines de la 

35 proteine native, et par consequent dans la structure primaire d'acides amines 
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initiale. Cela s'explique simplement par la volonte de conserver intacts les 
6pitopes d'int^rfit de la prot6lne E7 native afin de favoriser I'lnduction d'une 
rdponse immunitaire, en particuller la production de cellules CTL. capables 
de reconnaTtre sp6ciflquement et efficacement la prot6ine E7 native produite 
s par les cellules infect^es. 

Et m§me lorsqu'une r6organisation de la structure primaire en acides 
amin6s de la proteine E7 est envisag§e, en vue de la production d'une 
prot6lne immunog6ne ayant des proprl6t6s carcinogenes, ou transformantes 
r6duites, il est port6 une grande attention k la conservation d'au moins une 
10 copie complete de la s§quence d'acides amines de la proteine E7 native au 
sein du compose immunog6ne r6arrang§, afin de maintenir present, au sein 
dudit compose immunogene, I'ensemble des epitopes potentiels de la 
proteine E7 native. 

Ainsi, Osen et al. (2001 ) ont decrit la construction d'un ADN codant un 
15 compost immunogene susceptible d'induire la production de lymphocytes 
cytotoxiques (CTL) reconnaissant sp§cifiquement la proteine E7 native 
exprim6e ^ la surface des cellules cancereuses infect^es par HPV-16, dans 
une strat6gie vaccinate anti-HPV avec de I'ADN, et non directement avec un 
compost immunogene peptidique. Afin d'6viter tout 6v6nement de 
20 recombinaison qui pourrait aboutir a une surproduction de prot6ine E7 native, 
ou tout au moins d'une proteine recombin6e possSdant les propri6t6s 
carcinogdnes de la proteine E7 native, ces auteurs ont construit un ADN 
codant pour une proteine immunogene dans laquelie I'ensemble des 
Epitopes de la prot6ine E7 native est represents, bien que chacun des 
25 domaines peptidiques. respectivement (i) domaine 1-10. (ii) domaine 11-40, 
(ill) domaine 41-70 et (iv) domaine 71-98, aient 6te intervertis dans le 
compose peptidique immunogene final. Ces auteurs insistent sur la 
necessite de produire un compose peptidique immunogene ayant conserve 
tous les epitopes CTL potentiels de la proteine E7 native, tout en ayant 
30 simultanement perdu ses proprietes de transformation cancereuses des 
cellules. En dernier lieu, ces auteurs suggerent d'accrottre encore I'innocuite 
du compose peptidique immunogene rearrange, en ce qui conceme son 
pouvoir cancerigene, en supprimant le domaine de liaison de la proteine E7 
native a la proteine pRB du retinoblastome, allant de I'aclde amine 21 a 
35 I'acide amine 26 de E7, responsable de I'activite carcinogene de la proteine 
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E7 native. Toutefois. ce mode de realisation d'un compos6 peptidique 
immunog6ne non carcinog^ne n'a pas 6t6 concr6tement r6aris6. 

nPRCRIPTION DE L'INVENTION 

5 De maniere surprenante. 11 a desormais 6te montr6 selon rinvention 

qu'll pouvait etre obtenu. par mutagenese dirig6e de I'ADN codant la proteine 
E7 native, une prot6lne mutee possedant une capacite identlque, voire une 
capacity am6lior6e, d induire une r^ponse immunitaire specifique a 
rencontre de la prot§ine E7 native, et dans laquelle ont et6 bloqu6es les 

10 propri6t6s d'Immunosuppression de la prot6ine E7 native. 

II a ainsi et6 montr6 pour la premiere fois selon rinvention. de maniere 

surprenante. qu'un fragment peptidique localise dans la region allant de 
I'acide amin§ en position 20 (Thr ou T) jusqu'^ I'acide amine en position 29 
(Asn ou N) de la prot6ine E7 native du Papillomavims HPV-16 6tait 
15 responsable de I'activite immunosuppressive de cette proteine. 

Aux fins de la pr6sente description, une prot6ine qui differe d'au moins 
un acide amin6, par rapport a la proteine E7 native de HPV-16 de s6quence 
SEQ ID N°3, est designee comme une prot6ine E7 « mut6e » selon 
I 'invention, lorsque la ou les differences en acides amines sont localis6es 
20 dans la r6gion peptidique correspondante 20-29 de la prot6ine E7 native de 
sequence SEQ ID N^S. 

En particulier, il a 6t6 montr6 selon rinvention qu'une prot6ine E7 
mut6e qui comprend la substitution d'au moins un acide amin6. de 
preference d'au moins deux acides amines, par rapport d la sequence SEQ 
25 ID N'S de la proteine E7 native, a perdu la propriete d'induire 
I'immunosuppression qui avalt ete rapportee anterieurement pour la proteine 
E7 native. On a ainsi montre qu'une proteine E7 mutee comprenant la 
substitution du residu acide cysteine en position 24 par un residu de glycine 
(CYS24GLY) et la substitution du residu d'acide glutamique en position 26 
30 par un residu glutamine (GLU26GLN). par rapport ^ la sequence SEQ ID N°3 
de la proteine E7 native, a perdu la propriete immunosuppressive de la 
proteine E7 native. De mdme, on a montre qu'une proteine E7 mut6e 
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comprenant ia substitution du rSsidu cysteine en position 24 par un r^sidu de 
s6rine (CYS24SER) et la substitution du residu d'acide glutamique en 
position 26 par un residu de glutamine (GLU26GLN), par rapport a la 
s6quence SEQ ID N**3 de la prot6ine E7 native, a perdu la propri6t6 

5 immunosuppressive de la proteine E7 native. 

On a aussi montr6 selon Tinvention qu'une proteine E7 mutee qui 
comprend, par rapport a la sequence d'acides amines SEQ ID N'^S de la 
proteine E7 native, une deletion d'au moins quatre, et de pr6f6rence une 
deletion de quatre. cinq, six, sept, liuit, neuf ou dix acides amines consecutifs 

10 dans la region polypeptidique correspondante de la sequence SEQ ID N^'S 
allant de Tacide amin6 en position 20 jusqu'd Tacide amin6 en position 29, 
selon la num^rotation de la sequence SEQ ID N^'S, a perdu la propriSt^ 
immunosuppressive observ6e pour la proteine E7 native. 

En particulier, on a montr6 que la prot6ine E7 mutde comprenant la 

15 d6l6tion du fragment peptidique 21 (Asp ou D) S 26( Glu ou E), selon la 
num6rotation de la sequence SEQ ID N'^S, a perdu la propri6te 
immunosuppressive observ6e pour la proteine E7 native. La proteine E7 
mutee dont la region correspondent aux acides amines 21 a 26 de la 
proteine E7 native est d^letee est aussi designee comme la proteine E7A21- 

20 26 aux fins de la pr^sente description. 

En tant que telle, la proteine E7A21-26, produite par recombinaison 
gSn^tique, a et6 d^crite par D'Anna et al. (2001, J. Natl. Cancer Inst . Vol. 93 
(24): 1843-1851). 

De meme, on a montre que la proteine E7 mutee comprenant la 
25 d§l6tion du fragment peptidique 21 (Asp ou D) a 25( Tyr ou Y), selon la 
numdrotation de la sequence SEQ ID N'*3, a perdu la propriety 
immunosuppressive observ6e pour la prot§ine E7 native. La prot6ine E7 
mutee dont la r6gion correspondant aux acides amines 21 a 25 de la 
proteine E7 native est d6letee est aussi designee comme la proteine E7A21- 
30 25 aux fins de ia presente description. 
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li est done montr§ selon Tinvention que de simples substitutions 
d'acides amines dans la region peptidique 20-29 de la protgine E7 native 
pennettent de bloquer I'activitd immunosuppressive observ^e pour cette 
proteine. Ainsi, des alterations minimes de la structure primaire de la proteine 

5 E7 native, dans la region peptidique 20-29, detruisent les proprietes 
immunosuppressives caracteristiques de la proteine E7 native. 

Selon I'invention, une proteine est « immunosuppressive » lorsque 
cette proteine inhibe d'au minimum 60%, et de preference d*au moins 70%, 
la proliferation in vitro de cellules mononucl6ees provenant du sang 

10 peripherique humain d'un individu vaccine contre le tetanos (Antigene 
tetanos toxoYde) et/ou la diphterie ( antigene du type « tuberculin-Purified 
Protein Derivative » ou « PPD »), ladite proliferation des cellules 
mononucieees etant induite par pre-incubation de ces cellules avec (i) 
I'antigene PPD, (ii) avec I'antigene tetanus toxoYde, (iii) avec une association 

15 de I'antigene PPD et de I'antigene tetanus toxoYde, ou encore (iv) avec des 
cellules allogeniques vis-e-vis desdites cellules mononucieees. Dans ce test, 
la proteine potentiellement immunosuppressive est utilisee a la concentration 
induisant la valeur maximale d'inhibition de proliferation, selon une courbe 
d'effet-dose. Une illustration d'un tel test donnee a Texempie 6. 

20 Egalement, une proteine est « immunosuppressive » lorsque cette 

proteine induit un niveau de production in vitro anormal de cytokines 
immunosuppressives, respectivement riL-10 par les cellules mononucieees 
du sang peripherique, et I'lFN-a ou riL-10 par les cellules presentant 
I'antigene (APC). 

25 De plus, comme cela sera precise plus loin dans la description, et 

comme cela est illustre dans les exemples, les proteines E7 mutees ci- 
dessus possedent toutes en commun, en plus de leur caractere non 
immunosuppressif, egalement la capacite de stimuler la production 
d'anticorps « neutralisants » vis-a-vis de la proteine E7 native, c'est a dire la 

30 production d'anticorps qui reconnaissent la proteine E7 native et qui bloquent 
Tactivite immunosuppressive de le proteine E7 native, deietere pour les 
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cellules du syst^me immunitalre. Selon rinvention, un anticorps anti-E7 est 
dit « neutralisant », notamment lorsqu'il bloque la capacite de la proteine E7 
native a stimuler la production de TNF-a par des macrophages humains 
pr6traltes par de I'lFN-y. selon le test d6crit en detail ^ Texemple 1 . 

5 Ces r6sultats ont permis de d6finir une famille de prot6ines E7 mut6es 

qui ont toutes en connmun de poss6der des mutations, substitution(s) ou 
deletion d'acides amines, par rapport ei la sequence d'acides amines de la 
proteine E7 native. 

De maniere g6n6rale, par proteine « E7 mut6e » non 

10 immunosuppressive selon rinvention. on entend une proteine qui comprend 
la sequence en acides amines qui consiste, de Textr^mitS N-terminale, vers 
rextr6mit6 C-termlnale, en : 

- (i) la sequence d'acides amines 1-19 de la sequence SEQ ID N^'S ; 

- (ii) une sequence d'acides amines possSdant (a) la substitution d'au 
15 moins un, et de preference d'au moins deux acides amines, par rapport d 

la sequence correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ 
ID N°3 ou (b) la d6l6tion d*au moins quatre acides amines consecutifs, par 
rapport a la sequence correspondante d'acides amines 20-29 de la 
sequence SEQ ID N°3 ; et 
20 - (iii) la sequence d'acides amines 30-98 de la sequence SEQ ID N^'Z, 

Selon rinvention, une proteine E7 mutee qui « comprend » la 
sequence en acides amines telle que d^finie ci-dessus est une proteine dont 
la sequence en acides amines « consiste essentiellement » en la sequence 
d'acides amines ci-dessus. En d'autres termes, une proteine E7 mut^e selon 
25 rinvention peut comprendre, en plus de la sequence d'acides amines ci- 
dessus, 6galement une ou deux s6quence(s) d'acides amines 
additionnelle(s) d'au plus 20, avantageusement d'au plus 15, 
preferentiellement d'au plus 10. et de maniere tout a fait pref6ree d'au plus 6 
acides amines, la ou les sequence(s) d'acides amines additionnelle(s) etant 
30 localisee(s) respectivement a I'extremite N-terminale de la region (i) ou a 
I'extremite C-terminale de la region (ii), et dans certains cas a la fois a 
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rextr6mit6 N-terminale de la r6gion (i) et d rextr6mite C-terminale de la 
region (ii). Dans le dernier cas, la sequence additionnelle localisde d 
rextr6mite N-terminale de la r6gion (i) peut Stre distincte de la s6quence 
additionnelle localis6e d I'extr6mit6 C-tenninaie, ou au contraire les deux 

5 sequences additionnelles peuvent etre identiques. En general, une prot6ine 
E7 mutee selon Tinvention comprend, par rapport a la sequence d'acides 
amines ci-dessus qui la definit, une seule sequence d'acides amines 
additionnelle, telle qu'une s6quence d'acides amin6s poly(histidine), par 
exemple une s6quence conslstant en un polymere de six r6sidus histidine. 

10 II r6sulte de la d6finition qui precede qu'une proteine E7 mutee selon 

I'invention poss6de deux r6gions d'acides amin6s identiques aux r6gions 
peptidiques corespondantes de la sequence SEQ ID N^'S, respectivement la 
region (i) d'acides amines identique ^ la region peptidique 1-19 de la proteine 
E7 native de s6quence SEQ ID N°3, et la r§gion (iii) d'acides amin6s 

15 identique d la region peptidique 30-98 de la prot6ine E7 native de sequence 
SEQ ID N^'S. La region (ii) d'acides amin6s centrale de la prot6ine E7 mut6e 
comprend une ou plusieurs substitutions d'un acide amine, ou 
alternativement comprend une deletion d'au moins quatre acides amines, par 
rapport ^ la region peptidique 20-29 correspondante de la sequence SEQ ID 

20 N^'S. 

Selon la premi6re alternative, la r6gion (ii) d'acides amines d'une 
proteine E7 mut§e comprend de pr^f^rence au moins deux substitutions de 
nucleotides, et peut comprendre trois, quatre, cinq, six, sept, huit, neuf ou dix 
substitutions d'un acide amin§, par rapport aux acides amines 

25 correspondants de la region peptidique 20-29 de la sequence SEQ ID N'' 3 
de la proteine native. Dans le mode de realisation dans lequel la region (ii) 
d'acides amines de la proteine E7 mutSe comprend dix substitutions d'acides 
amines, la region (ii) d'acides amines de la proteine E7 mutee est totalement 
distincte de la region peptidique correspondante 20-29 de la prot6ine E7 

30 native de s6quence SEQ ID N^'S. 
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10 



Chaque substitution d'un acide amin6. dans la region 20-29 de la 
proteine E7 native, pour obtenir une prot6lne E7 mut6e selon I'invention. est 
pr6f6rentiellement r6alis6e de manlSre k ce que Tadde amin6 substitu§ dans 
la proteine E7 mut6e appartienne d une « classe » distincte de Taclde amin6 
correspondant de la prot6ine E7 native, parmi les classes des acides amines 
respectivement aromatiques. hydrophobes, polaires. basiques. acides. ou 
des petits acides amin6s, avantageusement comme suit : 

- r6sidu Thr en position 20 remplac6 par un r6sidu autre que Ala. Ser. Met 
et Gly : 

- r6sldu Asp en position 21 remplac6 par un r6sidu autre que Glu ; 

- r6sidu Leu en position 22 remplac6 par un r6sidu autre que lie et Val ; 

- r6sidu Tyr en position 23 rennplac6 par un r6sidu autre que Phe et Trp ; 

- r6sidu Cys en position 24 remplac6 par tout r6sidu d'acide amin6 
distinct : 

15 - residu Tyr en position 25 remplac6 par un r6sidu autre que Phe et Trp ; 

- residu Glu en position 26 remplac6 par un r6sidu autre que Asp : 

- residu Gin en position 27 remplac6 par un residu autre que Asn ; 

- r6sidu Leu en position 28 remplace par un residu autre que lie et Val ; et 

- residu Asn en position 29 remplac6 par un r6sidu autre que Gin. 

20 Uensemble des acides amines est constitue des acides amines 

suivants : Ala. Arg. Asn. Asp. Cys. Gin. Glu. Gly. His. lie. Leu. Lys. Met. 
Phe, Pro. Ser. Thr. Trp. Tyr et Val. ainsi que leurs derives chimiquement 
modifi6s sur un ou plusieurs groupes chimiques ne participant pas a leur 
liaison avec un autre acide amin6 dans la sequence d'une prot6ine E7 
25 mut§e selon I'invention. 

Une famine pref6r6e de prot6ines E7 mut6es consiste en la famille de 
prot6ines dont les r6sidus Cys en position 24 et Glu en position 26 ont 6t§ 
substitu^s. 

Une premiere prot6ine E7 mut6e particuli6rement pr6f6r6e 
30 comprenant deux substitutions d'un nucleotide est la prot6ine E7 
(CYS24GLY. GLU26GLN). 
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Une seconde prot^ine E7 mut^e particulidrement pr6f^r6e comprenant 
deux substitution d'un nuc!6otide est la prot6ine E7 (CYS24SER, 
GLU26GLN) 

Salon la seconde alternative, la r6gion (ii) d'acides amin6s comprend 
5 la deletion de cinq, six, sept, huit, neuf ou dix acides amines consecutifs, par 
rapport a la sequence correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence 
SEQ ID N°3. Lorsque la region (ii) d'acides amines comprend la deletion de 
dix acides amines, ladite region (ii) ne comprend aucun acide amine et la 
proteine E7 mutee resultante consiste, de rextremit6 N-terminale vers 
10 rextr6mit6 C-tenminale, en la region (i) 1-19 de la s6quence SEQ ID N^'S qui 
est directement li^e par une liaison peptidique ^ la region (iii) 30-98 de la 
sequence SEQ ID N^'S. 

Une premiere famllle prSfSr^e de protSines E7 mutees selon la 
seconde altemative cl-dessus est la famille de protSines qui comprennent la 
IS d§l6tion de six acides amines consecutifs dans la region (ii), par rapport d la 
sequence correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID 

Une troisieme proteine E7 mut6e pr6fer6e selon Tinvention consiste 
en la prot§ine dont la sequence d'acides amines comprend la delation des 

20 acides amines 21 ^ 26 correspondants de la sequence SEQ ID N"" 3 de la 
prot6ine E7 native. Cette proteine E7 mutee, aussi d6sign6e E7A21-26, 
possede la sequence d'acides amines SEQ ID N^'l et est cod6e par I'acide 
nucldique de sequence SEQ ID N''2. La region (Ii) de la proteine E7A21-26 
possede la deletion de six acides amines consecutifs, par rapport d la 

25 sequence correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID 
N"3. 

Une seconde famille pr^fer^e de prot6ines E7 mutees selon la 
seconde alternative ci-dessus est la famille de proteines qui comprennent la 
deletion de cinq acides amines consecutifs dans la region (ii), par rapport a la 
30 sequence correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID 
N*'3. 
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Une quatri6me proteine E7 mutee pref6r6e selon I'invention consiste 
en la proteine dont la sequence d'acides aminds comprend la deletion des 
acides amines 21-25 conrespondants de la sequence SEQ ID N"* 3 de la 
prot6ine E7 native. Cette prot6ine E7 mut6e. aussi d6sign6e E7A21-25 dans 
5 la pr6sente description. La region (ii) de la prot6ine E7A21-25 poss^de la 
d6l6tion de cinq acides amines consecutifs, par rapport a la sequence 
correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID N'^S 

II est montr6 selon Tlnvention que le produit d'expresslon de I'ADN 
codant une proteine E7 mut6e de HPV-16 telle que d6finie ci-dessus, 
10 lorsqu'il est combine a un adjuvant de rimmunit^ appropri6. est capable de 
gen6rer chez la souris une reponse humorale et cellulaire specifique. 
permettant ainsi d'induire une immunite anti-tu morale protectrice, 
comparable sinon sup6rieure, ^ celle induite par la proteine E7 native. 

Par « produit d'expression » de TADN codant la prot6ine E7 mutee, on 
15 entend selon invention la ou les proteines resultant de la traduction de 
I'ADN ( ou de TARN messager correspondant) codant la proteine E7 mutde 
dSfinie ci-dessus, dans une cellule hdte. 

De plus, il est montre que le produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7 mut6e de HPV-16 selon I'invention possdde une activit6 
20 th^rapeutique anti-tumorale 6gale ou sup§rieure ^ celle de la prot6ine E7 
native. 

En outre, un caractere essentiei du produit d'expression de I'ADN 
codant la prot6ine E7 mutee de I'invention, consiste, d'une part, en Tabsence 
d'activit6 immunosuppressive directe de ce dernier et, d'autre part, en 

25 induction d'un blocage de I'immunosuppression induite par la prot6ine E7 
native secret^e par les cellules canc^reuses. 

La pr6sente invention a pour objet une composition immunogene 
induisant une r§ponse immunitaire ^ I'encontre de la proteine E7 native du 
Papillomavirus HPV-16, sans induire simultan^ment une 

30 immunosuppression, comprenant, d titre de princIpe actif. une prot6ine E7 
mutSe non immunosuppressive telle que d^finie ci-dessus dans la prSsente 
description, le cas §ch6ant en association avec un ou plusieurs excipients ou 
adjuvants de {'immunity physiologiquement compatible. 
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L'invention est aussi relative a une composition vaccinale d^pourvue 
de propri6t6 immunosuppressive, preventive ou curative d I'^gard d'un 
cancer provoqu^ par une infection d Papillomavirus, caracterisSe en ce 
qu'elle comprend. d titre de princIpe actif, une prot^ine E7 mutee non 

5 immunosuppressive telle que definie ci-dessus dans la pr^sente description, 
en association avec un ou plusieurs adjuvants de Timmunite 
physiologiquement compatibles. 

La pr6sente invention conceme aussi rutilisation d'une proteine E7 
mut6e non immunosuppressive telle que d6finie ci-dessus, pour la fabrication 

10 d'une composition immunogene ou d'une composition vaccinale non 
immunosuppressive et qui induit la production d'anticorps neutralisant 
Tactivite immunosuppressive de la proteine E7 native. 

Comme cela est illustre dans les exemples, une composition 
immunogene ou une composition vaccinale selon l'invention induit une 

15 r^ponse immunitaire cellulaire cytotoxique d rencontre des cellules qui 
expriment la prot6ine E7 native, ou un peptide d§riv6 de la proteine E7 
native. En particulier, il est montr6 dans les exemples qu'une composition 
immunogene ou une composition vaccinale selon l'invention induit une 
rdponse Immunitaire cellulaire cytotoxique d I'encontre de cellules tumorales 

20 exprimant la proteine E7 native, ou un peptide d6riv6 de la proteine E7 
native. 

La sequence en acides amines de reference de la proteine E7 native 
de HPV-16 est. par exemple, la s6quence decrite par Seedorf et al. (1985) 
dont le num6ro d'acc6s dans la base de donn6es Swissprot est N*'P03129, 
25 et qui est reproduite dans la presente description comme la s6quence SEQ 
ID N^'S. L'acide nucleique codant la proteine E7 native de HPV-16 comprend 
la sequence nucl^otldique SEQ ID NM. 

Une proteine E7 mutee telle que definie dans la presente description 

peut §tre pr6paree par toute technique conventionnelle de synthese d'une 
30 prot6ine. bien connue de Thomme du metier. 

Par exemple, une prot§ine E7 mutee peut etre prepar6e par la 
technologie de TADN recombinant, par exemple par surexpression de Tacide 
nucleique codant celle-ci dans un systeme de cellules bacteriennes 
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recombinees, telles que des cellules de E. coli recombinSes. comme decrrt 
par Kiefer et al. (1 996) et Tucker et al. (1 996). 

Una proteins E7 mutee peut aussi §tre pr6par6e par voie de synthese 
chlmique, soft en solution homogdne, soit en phase solide. Une premiere 

5 illustration d'une technique appropriee de synthase chimique est par exemple 
celle decrite par Houben Weyl (1974). 

Egalement, une prot6ine E7 mut6e peut etre prepares par une 
technique de synthase chimique en solution ou en phase solide par des 
couplages successifs des diff6rents residus d'acides amines qui doivent etre 

10 incorpores (a partir de rextr§mite N-terminale jusqu'a Textremite C-terminale 
en phase liquide, ou de rextr6mit6 C-terminale jusqu'd Textr^mite N- 
termlnale en phase solide), technique de synthase dans laquelle les 
extr^mit^s N-terminales et les chaTnes lat^rales des residus d'acides amines 
sont prealablement bioques par des groupes chimiques protecteurs 

15 appropriSs. Une illustration d'une technique qui peut §tre utilis6e pour 
synth^tiser une prot^ine E7 mut6e est celle ddcrite par Merrifield (1965a ; 
1965b). 

Acides nucleiques utilisds selon rinvention 

20 Selon rinvention, une prot6ine E7 mut6e peut etre produite par 

traduction d'un acide nucl6ique codant ladite prot6ine E7 mut6e, par exemple 
par un acide nucleique codant la proteine E7 mut§e de sequence SEQ ID 
N°1 . 

De preference, tout acide nucleique et tout polypeptide selon 
25 I'invention se pr6sentent sous une forme isolee ou purifl6e. 

Le terme « purifie » ne necessite pas que le materiel soit present sous 
une forme de puret6 absolue. exclusive de la presence d'autres compos6s. II 
s'agit plutot d'une definition relative. Un polynucleotide ou un polypeptide est 
a retat purifie apr^s une purification du materiel de depart ou du materiel 
30 natural d'au molns un ordre de grandeur, de preference 2 ou 3 et 
preferentiellement 4 ou 5 ordres de grandeur. 
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Les termes « aclde nucl6ique », « polynucleotide », 
« oligonucl6otlde » ou encore « s6quence nucl6otldlque » englobe des 
s6quences d'ARN, d'ADN. d'ADNc ou encore des sequences hybrides 
ARN/ADN d'au moins deux nucleotides. Indifferemment sous la forme simple 
s brin ou sous la forme de duplex. 

Le terme « nucleotide » d§signe d la fois les nucleotides naturels (A, 
T. G. C) ainsi que des nucleotides modifies qui comprennent au moins une 
modification telle que (i) un analogue d'une purine, (ii) un analogue d'une 
pyrimidine, ou (iii) un sucre analogue, de tels nucleotides modifies etant 
10 decrits par exemple dans la demande PCT N° WO 95/0 4064. 

Aux fins de la pr6sente invention, un premier nucleotide est considere 
comme etant « compiementaire » d'un second polynucleotide lorsque 
chaque base du premier nucleotide est appari6e ^ la base compiementaire 
du second polynucleotide dont I'orientatlon est inversee. Les bases 
15 compiementalres sont A et T ( ou A et U), et C et G. 

Selon un mode de realisation pref6re, I'acide nucieique codant la 
proteine E7 mut6e de sequence SEQ ID N°1 comprend la sequence 
nucieotidlque SEQ ID N°2. 

Un acide nucieique tel que defini ci-dessus est utile principalement 
20 lorsqu'il est mis en oeuvre pour la production du produit d'expression 
conrespondant. 

En consequence, I'acide nucieique codant la proteine E7 mut6e 
comprend. de preference, un polynucleotide regulateur controlant 
I'expresslon de la proteine E7 mutee dans une cellule h6te procaryote ou 
25 eucaryote. 

Le polynucleotide regulateur comprend au moins une sequence 
promoteur capable d'initier la transcription de I'ADN codant une proteine E7 
mutee dans la cellule h6te choisie. Ce polynucleotide regulateur peut aussi 
30 comprendre d'autres sequences nucieotidiques favorisant Texpression de 
I'ADN codant la proteine E7 mutee, par exemple des sequences activatrices 
de la transcription blen connues de I'homme du metier. 

Preferentiellement. on choisira un promoteur dit « inductible », c'est-^- 
dire un promoteur sensible d la presence d'un compose Inducteur. ledit 
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promoteur dirigeant la transcription de TADN piac6 sous son contrdle 
uniquement en presence du compost inducteur. 

Le promoteur LacZ est un exemple illustratif d'un tel promoteur 
inductible. 

5 Selon rinventlon, toute technique classique de biologie moleculaire. de 

microbiologie et d'ADN recombinant connue de I'homme du metier peut etre 
utilisee afin de preparer un acide nucl6ique tel que defini ci-dessus. De telles 
techniques sont d6crites par exemple par Sambrook et al. (1989), Glover 
(1985). Gait (1984) et Ausubel et al. (1989). 

10 L'acide nucl6ique comprenant un ADN codant une proteine E7 mutee 

selon invention, place sous le controle d'un polynucleotide regulateur tel que 
defini ci-dessus est inclus dans une cassette d'expression. 

Cassettes d'expression 

15 

Une telle cassette d'expression peut comprendre, outre le 
polynucleotide regulateur de I'ADN codant la protdine E7 mut^e, des 
sequences non traduites localis6es du cote 5* du cadre ouvert de lecture, 
dites sequences « leader », capables d'augmenter la traduction du produit 

20 d'expression. ou des sequences dites « terminateur » bien connues de 
rhomme du metier 

De maniere tout e fait preferee. une cassette d'expression telle que 
definie ci-dessus comprend en outre une sequence codant pour un peptide 
signal en vue de la production d'un polypeptide de fusion entre ledit peptide 

25 signal et la proteine E7, mutee, par exemple entre ledit peptide signal et la 
proteine E7A 21-26. afin de favoriser la secretion du produit d'expression de 
I'ADN codant la proteine E7 mutee et retrouver celui-ci principalement a 
I'exterieur des cellules, par exemple dans le surnageant de culture cellulaire. 
De preference, la sequence nucieotidique codant le peptide signal est 

30 localisee immediatement du cdte 5' de la sequence nucieotidique codant la 
proteine E7 mutee. 

En general, une cassette d'expression telle que definie ci-dessus 
comprend en outre un polynucleotide marqueur de selection, par exemple le 
gene his, afin de seiectionner positivement les cellules hdtes transformees 

35 par celle-ci. 
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Vecteurs recombinants 

L'acide nucleique codant une prot6ine E7 mut6e telle que definie dans 
5 la prSsente description, le cas echeant apr^s insertion dans une cassette 
d'expression, est pref6rentiellennent introduit dans un vecteur recombinant de 
clonage et/ou d'expression, qui comprend ledit acide nucleique ou ladite 
cassette d'expression. tels que definis ci-dessus. 

Par « vecteur » au sens de la presente invention, on entend une 
10 molecule d'ADN ou d'ARN circuiaire ou Iin6aire qui est indiffdremment sous 
forme simple brin ou double brin. 

Un vecteur recombinant est indiff^remment un vecteur de clonage ou 
un vecteur d'expression. 

II peut s'agir d'un vecteur d'origine bact§rienne ou virale. 
15 Les vecteurs bacteriens pr6feres selon I'invention sont par exemple 

les vecteurs Pbr322 (ATCC37017) ou encore des vecteurs tels que PAA223- 
3 (Phamnacia. Uppsala, Su6de) et pGEM1 (Promega Biotech, Madison, Wl, 
Etats-Unis). 

On peut encore citer d'autres vecteurs commercialisms tels que les 
20 vecteurs pQE70, pQE60, pWE9 (Qiagen), psiX174. pBluescript SA, p NH8A, 
p NH16A, p NH18A, p NH46A, p WLNEO, p SV2CAT, p OG44, pXTI. pSG 
(Stratagene). 

Selon un premier mode de realisation, un vecteur recombinant tel que 
defini ci-dessus est utilis6 afin d'amplifier Tacide nucleique ou la cassette 
25 d'expression qui y est inseree, apres transformation ou transfection de I'hdte 
cellulaire desir6. 

Selon un second mode de realisation, il s'agit d'un vecteur 
d'expression comprenant un acide nucleique ou une cassette d'expression 
tels que d6finls ci-dessus, en vue de la transformation d'une cellule bote 
30 choisie pour la production du produit d'expression de I'ADN codant une 
prot6ine E7 mut6e selon invention. 

Un vecteur recombinant tel que d6fini ci-dessus comprend 
avantageusement aussi des sequences d'initiation et d'arret de la 
transcription appropri^e. 
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Une cassette d'expression telle que d^finie ci-dessus constltue un 
mode de r6allsation particulier d'un vecteur recombinant selon I'invention. 

Pour permettre I'expression de I'acide nucl^ique codant une protdine 
E7 mutee selon Tinvention. un acide nud6lque, une cassette d'expression ou 
5 un vecteur recombinant tel que d6fini ci-dessus doivent §tre introduits dans 
une cellule hdte. 

Cellules hdtes recombinantes 

Pour mettre en oeuvre certains modes de production d'une prot6ine E7 
10 mutee telle que d6finie dans la presente description, on a avantageusement 
recours k une cellule bote transformee par un acide nucl6ique, une cassette 
d'expression ou un vecteur recombinant tels que d6finls ci-dessus. 

La cellule hote transform6e est avantageusement une cellule 
bact6rienne, telle qu'une cellule de E. coli. ou encore une cellule de levure. 
IS telle qu'une cellule de Saccharomyces cemvisiae. 

Une telle cellule hdte transfonm^e est avantageusement une cellule 
eucaryote. 

Une cat^orie de cellules hStes recombinantes pr6f6r6es sont les 
cellules de mammif6res, telles que des cellules de souris, transfomnees par 
20 un acide nucl6ique, une cassette d'expression ou encore un vecteur 
recombinant selon Tinvention. 

Procede d'obtention d'un acide nucl6iaue codant la proteine E7A21-26. 

L'invention d6crit 6galement un proc6de pour la fabrication d'un acide 
25 nucleique codant une proteine E7 mut6e telle que d6finie dans la presente 
description, ledit proc6d6 comprenant les etapes suivantes : 

(a) r6aliser une mutagen^se dirigee de I'acide nucleique codant la 
prot6ine E7 native, par amplification dudit acide nucl6ique d I'aide 
respectivement d'une premiere amorce nucleotidique et d'une seconde 

30 amorce nucl6otidique hybridant avec I'extr6mit6 3* de I'ADN codant la 
proteine E7 native . 

(b) recup^rer I'ADN amplifi^. 

La premiere amorce nucl6otidique comprend, dans sa s6quence, la 
suite de codons codant pour les mutations que Ton souhaite insurer dans la 
35 sequence d'acides amines de la proteine E7 native de depart. 
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AInsi. si I'on souhaite preparer une proline E7 mut6e dont la region 
(ii) comprend une ou plusieurs substitutions d'un aclde amin6. la sequence 
de la premiere amorce est telle qu'elle contient les codons appropri§s codant 
pour le ou les acides amin§s qui sont remplaces. 
5 SI. selon une autre altemative. on souhaite preparer une proteine E7 

mut6e dont la r6gion (ii) comprend la delation de quatre, cinq. six. et, huit, 
neuf ou dix acides amin6s consecutifs. par rapport a la s6quence 
con-espondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID N'S. alors la 
premiere amorce comprend. dans sa sequence, un premier codon codant 
10 pour I'acide amin6 localise immediatement du cote N-temninal du fragment 
peptidique a del6ter, lequel premier codon pr6c6de immediatement un 
second codon. ledit second codon codant pour I'acide amin§ localise 
immediatement du c6t6 N-tenninal du fragment peptidique d d616ter. 

L'utillsation de la premiere amorce permet I'obtentlon d'un pre)duit final 
15 d'amplification dans lequel les codons d6sir6s ont 6t6 modifies, lequel produit 
final d'amplification code la proteine E7 mutee d6siree. 

La seconde amorce nucieotidique utilisee § I'etape (a) d'amplification 
peut comprendre. outre une sequence hybridant avec I'exlremite 3' de I'ADN 
codant la proteine E7 native, egalement un ou plusieurs sites de 
20 reconnaissance par des endonucl6ases. 

L'acide nucieique codant la proteine E7 mutee est ins6re dans un 
vecteur de clonage ou dans un vecteur d'expression, a un site d'insertion 
predetermine, par exemple par ligation dudit acide nucieique avec I'acide 
nucieique du vecteur. apres avoir prealablement ouvert le vecteur hote. par 
25 exemple par coupure nucieotidique a I'aide d'une endonuciease de 
restriction, de preference au niveau d un polysite de clonage. 



L'invention a pour objet une composition comprenant la proteine E7 
mutee, telle que d6finle dans la pr6sente description, et preferentiellement 
une composition immunog6ne ou une composition vaccinale comprenant 
ladite proteine E7 mutee. 
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nompositions compn*nant la Drot6ine E7 rniitie non 

immunosuppressive de i 'inventlon. 

L'invention a pour objet toute composition comprenant une prot6ine 
5 E7 mutee non Immunosuppressive selon l'invention. telle que la prot§ine E7 
mut6e comprenant la sequence en acides amines de sequence SEQ ID N»1. 

L'invention a §galement pour objet toute composition comprenant le 
produit d'expression de I'ADN codant une prot^ine E7 mut6e selon 
l'invention. telle que la prot^ine E7A21-26 de sequence SEQ ID H"!. 
10 On a montr6 selon l'invention qu'une proteine E7 mut6e telle que 

d6finie dans la pr6sente description est d6poun/ue de propriete 
immunosuppressive, comma cela est illustr6 dans les exemples. 

En particulier, on a montr6 que la prot6ine E7A21-26 n'induisait 
aucune immunosuppression laquelle est administr6e d un mammif6re. en 
15 association avec un adjuvant de I'immunit6 appropri§. 

On a aussi montr6 que les prot6lnes E7 mut6es, respectivement la 
prot6ine E7(CYS24GLY, GLU26GLN) et la prot6ine E7 (CYS24SER. 
GLU26GLN), n'induisaient aucune immunosuppression lorsqu'elles sont 
administr6es d un mammifere. en association avec un adjuvant de I'immunit6 
20 approprl6. 

Comme cela a d6j^ 6t6 pr6cis6 succinctement pr6c6demment, le 
produit d'expression de I'ADN codant la proteine E7 mut6e de sequence 
SEQ ID N"! induit une r6ponse immunitaire ^ I'encontre de la proteine E7 
native au moins du mSme ordre que la r6ponse immunitaire induite par la 

25 proteine E7 native elle-meme. Et la prot6ine E7 mutee selon l'invention est 
d6pourvue, sur les cellules immunitaires humaines. des propri6t6s 
immunosuppressives qui caract6risent notamment la prot6ine E7 native. 

L'invention a done encore pour objet une composition pharmaceutique 
preventive ou curative d'une infection par HPV-16, et plus sp§cifiquement 

30 d'un cancer induit par une infection par HPV-16. caract6risee en ce qu'elle 
comprend, d titre de principe actif. le produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7 mut^e telle que d§finie ci-dessus. le cas 6ch6ant en association 
avec un ou plusleurs exciplents physiologiquement compatibles. 

De prdf^rence, ladite composition pharmaceutique se presente sous 

35 une forme adaptee ^ I'administration d'une quantity hebdomadaire allant de 
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10 d 1000 MO de la prot^ine E7 mutee, ou du produit d'expression de I'ADN 
codant celle-ci. 

II est rnontr^ selon ('invention que le produit d'expression de I'ADN 
codant la protdine E7 mut^e de sequence SEQ ID N'^l, lorsqu'ii est 

5 administrd en connbinaison avec un adjuvant de I'immunit^ appropri^, est 
capable de generer une r^ponse immunitaire humorale et cellulaires dirigee 
centre la proteine E7 native permettant ainsi d'induire une immunite 
preventive d rencontre des tumeurs. De plus, rimnnunit6 protectrice induisant 
un etat de resistance anti-tumorale provoqu6e par I'administration du produit 

10 d'expression de I'ADN codant la prot6ine E7 mutee est 6gale ou sup6rieure a 
celle qui est obtenue apres immunisation prealable avec la proteine E7 
native. 

II a aussi ete montre que ie produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7 mut§e de sequence SEQ ID N'^l est capable d'induire une 

15 immunity anti-tumorale th§rapeutique, lorsque cette proteine est administr§e, 
en association avec un adjuvant de Timmunitd approprl6e, d un individu 
ayant d^jd developpd des tumeurs. La rdponse immunitaire anti-tumorale 
thdrapeutlque induite par le produit d'expression de I'ADN codant la proteine 
E7 mutde est significativement sup^rieure ^ celle qui peut §tre obtenue apr^s 

20 administration de la proteine E7 native. 

De tels r^sultats sont illustr^s d I'exemple 3 ou it est montre. dans un 
modele murin. que I'immunite th6rapeutique anti-tumorale induite par le 
produit d'expression de I'ADN codant la proteine E7 mut6e permet d'allonger 
la duree de vie moyenne des animaux de 1.5 fois, par rapport a la duree de 

25 vie moyenne des animaux chez lesquels on a admin istre la prot6ine E7 
native. 

II a 6galement 6t§ montr6 que I'immunite antitumorale preventive de 
i'immunite antitumorale therapeutique induite par le produit d'expression de 
I'ADN codant la proteine E7 mutee etait due a ['induction simultanee d'une 
30 reponse immunitaire humorale et cellulaires specifique. 

Ainsi, les resultats des exemples montrent qu'une proteine E7 mutee 
telle que definie dans la presente description, est capable d'induire une 
Immunite humorale syst6mique d I'encontre de la proteine E7 native. II a en 
particulier ete montre qu'un haut niveau d'anticorps anti-E7 d'isotype IgG 
35 etait produit, principalement des anticorps d'isotypes lgG2b et IgGI . 
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De plus, radministration d'une proteine E7 mut^e selon Tinvention a 
un individu. dans les. conditions approprides, permet aussi d'induire une 
immunite de type mucosal, comme en t^molgnent le haut niveau de r^ponse 
anticorps d'isotype IgA pr^sent^ ^ Texemple 3. 

5 De plus, selon une caract^ristique essentielle de la prot6ine E7 mut^e, 

cette proteine qui est elle-meme d^pourvue de Tactivite immunosuppressive 
directe de la prot§ine E7 native, pemnet aussi de bloquer Tactivite 
immunosuppressive de la prot6ine E7 soluble s6cr6tee par les cellules 
cancereuses, du fait du caractere neutralisant des anticorps produits apr6s 

10 immunisation avec la proteine E7 mutSe, comme en t^moignent les resultats 
de Texemple 2. 

Les r6sultats des exemples montrent 6galement qu'une prot6ine E7 

mutee selon Tlnvention permet la proliferation de cellules TCD4+ et TCD8+ 

reconnaissant sp6cifiquement la proteine E7 native, cette proliferation 

15 cellulaire etant accompagnee par une surproduction de la cytokine IFN-y. 

L'invention est ^galement relative a une composition immunogene 

induisant une r^ponse immunitaire d Tencontre de la proteine E7 native du 

Papillomavirus HPV-16, sans induire simultanement une 

immunosuppression, ladite composition comprenant, a titre de principe actif, 

20 une proteine E7 mutee non immunosuppressive dont la sequence en acides 

amines consiste, de Textremite N-terminale, vers Textremite C-terminale, en : 

- (i) la sequence d'acides amines 1-19 de la sequence SEQ ID N^'S ; 

- (ii) une sequence d'acides amines possedant (a) la substitution d'au 
moins un acide amine, par rapport a la sequence correspondante d*acides 

25 amines 20-29 de la sequence SEQ ID N*'3 ou (b) la deletion d'au moins 
quatre acides amines consecutifs, par rapport d la sequence 
correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID N^'S ; et 

- (iii) la sequence d'acides amines 30-98 de la sequence SEQ ID N°3, 

en association avec un ou plusieurs excipients ou adjuvants de Timmunite 
30 physiologiquement compatibles. 
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Une telle composition immunog^ne peut etre utilis§e de maniere 
pr6ventive, dans Tobjectif d'induire une immunlt6 anti-tumorale protectrice 
vis-d-vis d'une Infection par HPV-16. 

Une telle composition immunog^ne peut egalement etre utiHs6e a titre 
5 therapeutique ou curatif d'une infection par HPV-16, en particulier d'un 
cancer provoqu6 par une infection par HPV-16. 

L'invention conceme egalement Tutilisation d'une proteins E7 mutee 

telle que d6finie dans la presents description pour la fabrication d'une 

composition pharmaceutique. ou pour la fabrication d'une composition 

10 immunogene telle que d6crite ci-dessus. 

La presente Invention a 6galement pour objet un procede pour la 

fabrication d'une composition pharmaceutique, ou d'une composition 

immunogene, destin6e a induire une immunit6 protsctrice preventive ou une 

immunite therapeutique a I'encontre d'un cancer provoque par une infection 

15 par HPV-16, tout en bloquant r6tat d'immunosuppression induit par la 

proteine E7 native, caract6ris6 en ce qu'il comporte une 6tape au cours de 

laquelle une proteine E7 mutee tells que definie ci-dessus est combine avec 

un ou plusieurs adjuvants de I'immunite physiologiquement compatibles. 

L'invention est egalement relative e une composition vaccinale 

20 preventive ou curative d'un cancer provoque par une infection e 

papillomavirus caracterisee en ce qu'elle comprend, d titre de principe actif, 

une proteine E7 mutee non immunosuppressive dont la sequence en acides 

amines consiste, de Textremite N-terminale, vers Textremite C-termlnale, en : 

- (i) la sequence d'acides amines 1-19 de la sequence SEQ ID H^'Z ; 

25 - (ii) une sequence d'acides amines possedant (a) la substitution d'au 

moins un acide amine, par rapport a la sequence correspond ante d'acides 

amines 20-29 de la sequence SEQ ID N'^S ou (b) la deletion d'au moins 

quatre acides amines consecutifs, par rapport a la sequence 

correspond ante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID N^S ; et 

30 - (iii) la sequence d'acides amines 30-98 de la sequence SEQ ID N^'S, 

en association avec un ou plusieurs adjuvants de I'immunite 

physiologiquement compatibles. 
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Afin de lutter centre rimmunosuppression locale au niveau des 
cellules canc6reuses infectees par HPV-16, qui est induite par la prot6ine E7 
extracellulaire, puis de stimuler une r6ponse immunitaire efficace a rencontre 
de ces cellules canc^reuses, qui pr^sentent d leur surface membranaire la 

5 prot6ine E7 native, ou des peptides deriv6s de la proteine E7 native apres 
maturation intracellulaire, en association avec un antigfene de classe I du 
MHC, il est important d'induire la production d'anticorps. notamment 
d'anticorps de I'lsotype IgG, capables de neutraiiser I'effet immunosuppressif 
de la proteine E7 soluble secr6t6e par les cellules cancereuses infectees par 

10 le viois HPV-16. De plus, il est essentiel d'induire simultanement la 
production de lymphocytes cytotoxiques (CTL) capables de reconnaTtre 
specifiquement la prot6ine E7 native, ou un peptide qui en est d6riv6, expose 
a la surface membranaire des cellules cancereuses, afin de d6truire ces 
cellules. Pour attelndre ces objectifs, II est ndcessaire d'induire une r^ponse 

15 immunitaire de type syst6mique. 

De plus, les papillomavirus humains dtant detectSs principalement 
dans les cancers des muqueuses, en particulier les cancers ano-g^nitaux, y 
compris le cancer du col ut§rin chez la femme, il est important de completer 
les effets prSventifs ou th§rapeutiques de I'lnduction d'une r^ponse 

20 immunitaire de type syst6mique par induction d'une reponse immunitaire de 
type mucosal, notamment en stimulant la production d'anticorps d'isotype IgA 
au niveau local, sur les muqueuses. 

Selon les objectifs poursuivis, on utilise des adjuvants de rimmunit6 
capable d'orienter la reponse vers une immunity syst6mique ou mucosale. 

25 Parmi les adjuvants de I'immunite syst6mique, on utilise de preference 

les adjuvants de type I FA (adjuvant incomplet de Freund). le phosphate de 
calcium ou Thydroxyde d'alumine. On peut aussi utiliser Tadjuvant QuilA, 
commercialise par Brenntay Biosector, Danemark. Parmi les adjuvants de 
rimmunite mucosale, on utilise de preference des adjuvants comma la 

30 choleratoxine B (CTB) ou encore un mutant de la toxine LT (LTp), bien 
connus de I'homme du metier. 

L'induction d'une reponse immunitaire de type systemique et/ou ou de 
type mucosal est aussi influencee par la vole d'administration de la 
composition vaccinale de I'invention. 
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15 



Ainsl. radministratlon de la composition vaccinale par voie 
parenterale. sous-cutan6e ou intradermique favorisera Tinduction d une 
r6ponse immunitaire syst6mique. accompagn6e le cas 6cheant 6galement 
d'une r6ponse immunitaire mucosale. 

L'administration de la composition vaccinale selon I'invention au 
niveau local, par exemple par instillation nasale ou encore par application 
locale ^ la surface des muqueuses. favorisera Tinduction d'une r§ponse 
immunitaire de type mucosal. 

La pr6sente invention a egalement pour objet una mSthode de 
traitement preventif ou curatif d'un cancer provoqu6 par une infection par 
HPV-16 caract6ris6e en ce qu'elle comporte une 6tape au cours de laquelle 
on administre aux patients une quantit6 immunologiquement efficace d'une 
composition vaccinale telle que d6finie dans la pr6sente description. 

De pr6f6rence, on administre d un patient, sous une fomie adapt6e d 
l'administration syst6mique et/ou mucosale. une composition vaccinale de 
I'invention en quantit6 suffisante pour 6tre efficace sur le plan pr§ventif ou 
th6rapeutique. S un sujet ayant besoin d'un tel traitement. La dose 
administr6e de la prot6ine E7 mut6e. ou du produit d'expression de l ADN 
codant la prot6ine E7 mut6e. peut aller par exemple de 10 ^ 1000 \ig par 
voie parenterals, une fois par semaine pendant deux mois. puis 
p6riodiquement en fonction du niveau de la r6ponse cellulaire ou humorale 
induite, par exemple tous les deux ^ six mois. 

Selon un premier aspect, la composition vaccinale selon I'invention est 
caract§ris6e en ce qu'elle comprend au moins un adjuvant susceptible 
25 d'orienter pr6f6rentiellement la reponse immunitaire vers la production 
d'anticorps neutralisant ractivit6 immunosuppressive de la prot§ine E7 
sauvage. 

Selon un premier mode de realisation partlculier. ladite composition 
vaccinale est caract6ris6e en ce qu'elle comprend au moins un adjuvant 
30 susceptible d'orienter pr6f6rentiellement la reponse Immunitaire vers la 
production d'anticorps d' isotype IgA. 

Selon un second mode de realisation pr6f6re. ladite composition 
vaccinale est caract6ris6e en ce qu'elle comprend au moins un adjuvant 
susceptible d'orienter pr6ferentiellement la r6ponse immunitaire vers la 
35 production d'anticorps d'isotype IgG. 



20 
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Seion encore un autre mode de realisation prefer^, une composition 
vaccinale selon invention est caracterisee en ce qu'eile comprend la 
combinaison (I) d'un adjuvant susceptible d'orienter prdf^rentiellement la 
r^ponse immunitaire vers la production d'anticorps d'isotype IgA et (ii) d'un 

5 adjuvant susceptible d'orienter pr^f^rentiellement la r^ponse immunitaire 
vers la production d'anticorps d'isotype IgG. 

De preference, la composition vaccinale selon Tinvention est 
caract6risee en ce qu'eile comprend au moins un adjuvant de Timmunite 
susceptible d'induire une reponse immunitaire a la fois humorale et cellulaire. 

10 De preference, on cherchera ^ obtenir Tinduction d'une reponse 

cellulaire, caracterisee notamment par la proliferation de lymphocytes T 
exprimant I'antigene CDS et reconnaissant sp6cifiquement la proteine E7 
sauvage, telle que presentee ^ la surface des cellules cancereuses en 
association avec les antigenes de classe I du MHC. 

15 Selon un autre mode de realisation particulier d'une composition 

vaccinale selon Tinvention, cette composition vaccinale peut comprend re un 
ou plusieurs autres composes antigeniques ou immunogenes de HPV. Par 
exemple, dans une composition vaccinale selon invention, le produit 
d'expression de I'ADN codant la proteine E7 mutee peut etre associe e une 

20 ou plusieurs proteines de capside de HPV-16. ou e des peptides obtenus e 
partir de ces proteines de capside, en particulier les proteines L1 et L2 de 
HPV-16 bien connues de Thomme du metier. 

Selon encore un autre mode de realisation particulier, la composition 
vaccinale selon invention peut comprendre un ou plusieurs composes 

25 antigeniques ou immunogenes capables d'induire une reponse immunitaire 
cellulaire ou humorale ^ rencontre de types de HPV distincts de HPV-16. 
preferentiellement de type de HPV connus pour provoquer des cancers, tels 
que HPV-18. 31.33 et 51. 

Dans encore un autre mode de realisation particulier d'une preparation 

30 vaccinale selon Tinvention, le produit d'expression de I'ADN codant la 
proteine E7 mutee peut etre combine avec un ou plusieurs composes 
antigeniques ou immunogenes capables d'induire la production d'anticorps e 
rencontre de facteurs solubles d proprietes immunosuppressives ou 
angiogeniques tels que I'lFNa. le TGFp, le TNFa ou encore le VEGF. De 

35 preference, ces composes antigeniques ou immunogenes sont 
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respectivement I'lFNa, le TGFp, le TNFa ou le VEGF modifies chimlquement 
de manidre a d^truire leurs propri§tes immunosuppressives et/ou d les 
stabiliser De telles modifications chimiques, par exemple par 
carboxymethylation, sont bien connues de Thomme du m6tier. Elles sont 

5 notamment decrites par Frankel et al, (1988). 

Selon un aspect prefere de ce mode de realisation particulier d'une 
composition vaccinate selon Tinvention. le produit d'expression de TADN 
codant la prot6ine E7 mutee et au moins un autre compos§ antigenique ou 
immunogene sont Ii6s chimiquement pour former un compost super 

10 immunogene tel que d6crit dans la demande de brevet frangais n'^OI 10.751 
depos6e le 10 AoQt 2001 au nom de la Societ6 NEOVACS. 

Superimmunogenes composites 

15 Un tel superimmunogene composite comprend deux polypeptides 
immunogSnes distincts physlquement li§s Tun ^ I'autre, les deux 
polypeptides consistant respectivement en : 

(a) un premier polypeptide immunogene induisant une reaction 
immunltaire cellulaire, ou une reaction immunitaire cellulaire et humorale, 

20 e rencontre d'une stmcture antigfenique pathog^ne cellulaire de HPV16 ; 

(b) un second polypeptide immunogene induisant la production 
d'anticorps neutralisants ou bloquants e rencontre d'une proteine 
circulante locale du stroma choisie parmi un facteur cytokinique ou un 
facteur de regulation cellulaire ^ propri6t6s immunotoxiques ou 

25 angiogeniques, ce facteur etant produit par les cellules cancereuses ou 
les cellules stromales, y compris les lymphocytes T et les cellules 
presentant Tantigene (APC). 

Le superimmunogene composite utilise selon Tinvention est dit 
« bifonctionnel » car les deux polypeptides (a) et (b), qui sont les deux 
30 parties essentielles qui le constituent, permettent Tinduction simultanee d'une 
reaction immunitaire dirigee centre deux cibles distinctes, respectivement la 
structure antigenique pathogene et la proteine circulante locale du stroma. 
Toutefois. un superimmunogene composite bifonctionnel selon {'invention 
peut comprendre dans sa structure une pluralite de copies respectivement 
35 d'un polypeptide (a) et/ou d'un polypeptide (b). 
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Le polypeptide (a) et le polypeptide (b) constitutifs d'un compost 
superimmunogdne composite de Finvention sont dits « physiquement li§s » 
i'un d I'autre car ils sont dans tous les cas Indus tous les deux dans une 
meme structure physique, molecule ou particule (microparticule ou 

5 nanoparticule), au sein de laquelle ils sont peu distants Tun de I'autre. Du fait 
qu'ils sont physiquement li§s I'un S I'autre dans le superimmunog6ne 
composite, le polypeptide (a) et le polypeptide (b) sont pr6sentes 
conjointement aux m§mes cellules immunocomp6tentes. aussi bien les 
macrophages que les lymphocytes T ou B. 

10 Selon un premier mode de realisation pref6r6 d'un superimmunogene 

composite, les polypeptides (a) et (b) sont choisis respectivement parmi : 

- Polypeptide (a) : les proteines L1 et L2 du papillomavirus HPV-16, 
detoxiqu^e ou stabilis6e si cela est n6cessaire, des fragments immunogfenes 
de ces prot§ines ou encore une prot6ine immunogene qui en est d6riv6e (Le 

15 Buanec etal., 1999) ; 

- Polypeptide (b) : une prot§ine E7 mut§e selon invention, parexemple une 
protSine E7 mut6e de sequence SEQ ID N^'L 

Selon un second mode de realisation pr6f6r§ d'un superimmunogene 
composite, les polypeptides (a) et (b) sont choisis respectivement parmi : : 
20 - Polypeptide (a) : une protdine E7 mut^e selon Tinvention, par exemple la 
prot6ine E7 mut^e de sequence SEQ ID N°1, 

- Polypeptide (b) : les proteines IFNa, TGFp, TNFa et VEGF, d6toxiqu6es 
ou stabilis6es si cela est necessaire, des fragments immunog^nes de ces 
proteines ou une proteine immunogene qui en est deriv6e. 

25 Selon un mode de realisation avantageux, Tinvention concerne aussi 

une composition comprenant plusieurs superimmunogenes composites se 
distinguant par Tidentite de la proteine E7 mutee (polypeptide (a) ou 
polypeptide (b), selon le type de superimmunogene composite). 

Pour fabriquer un superimmunogene composite selon invention, on 

30 realise un couplage du polypeptide (a) et du polypeptide (b) par voie 
chimique ou par recombinaison genetique. 

Dans un mode de realisation particulier du conjugue peptidique 
immunogene de I'inventlon, les polypeptides (a) et (b) sont lies directement 
entre eux de maniere covalente, par exemple via une liaison peptidique-CO- 

35 NH-. 
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Cependant, afin d'introduire une certaine flexibilite dans la structure du 
conjugue peptldique immunog§ne, et notamment de permettre une mobility 
dans I'espace des polypeptides (a) et (b). Tun par rapport d I'autre au sein du 
conjugu6 peptidlque immunog§ne. on pr§f6re un conjugu6 peptldique dans 

5 lequel les polypeptides (a) et (b) sont s6par6s Tun de I'autre. au sein dudit 
conjugu6, par une chaTne espaceur. 

Selon un premier mode de r6alisation pr§fer6 d'un conjugue 
peptldique immunogene. les polypeptides (a) et (b) sont separes I'un de 
I'autre, au sein dudit conjugu6. par une chaTne espaceur choisle parmi le 

10 SMCC ou le SIAB. qui sont tous les deux des compos6s bifonctionnels. 

Le compose SIAB. d6crit par Hermanson G.T. (1996. Bloconjugate 
techniques, San Diego : Academic Press, pp 239-242). est le compose de 
fomiule (I) suivante : 
15 (I) 



Le compos6 SIAB comprend deux groupes r^actifs, respectivement un 
groupe lodoac6tate et un groupe ester Sulfo-NHS. ces groupes r6agissant 
respectivement surdes groupes amino et sulfhydryl. 

Le compos6 SMCC, qui est d6crit par Samoszuk IVI.K. et al. (1989, 
Antibody, Immunoconjugates Radiopharm.. 2(1) : 37-46). est le compose de 
fonnule (II) suivante : 





25 



(II) 
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Le compos6 SMCC comprend deux groupes r6actifs, respectivement 
un groupe ester Sulfo-NHS et un groupe maI6imide. qui r6agissent 
respectivement avec un groupe amino et un groupe sulfhydryl. 

5 Selon un second mode de realisation pr§f6r6. le superimmunogene 

composite comprend une chaTne espaceur constitu6e d'un peptide espaceur 
Iin6aire . On cholsira de pr§f6rence un peptide espaceur lin§aire ayant de 3 a 
30 acides amines de longueur, avantageusement de 5 a 20 acides amines 
de longueur et de mani6re tout S fait pref6ree de 7 ^ 15 acides amines de 

10 longueur. 

Pr6f6rentiellement, le peptide espaceur Iin6aire est essentiellement. 
voire exclusivement. constitue d'acides amines charges positivement ou 
n6gativement S pH 7.0 afin d'accroitre l'hydrophilicit6 globale dudit 
superimmunogene composite. On comprend que I'on devra 6viter d'utiliser 

15 des peptides espaceurs constitu6s d'acides amin6s hydrophobes. De 
maniSre pr§f6rentielle, le peptide espaceur est caract6ris6 en ce qu'il est 
constitu6 d'une chaTne de poly-(lysine ) constitu6e de 3 S 30 r6sidus lysine, 
avantageusement de 5 S 20. et de manifere tout d fait pr6f6r6e de 7 & 15 
r^sidus lysine de longueur. 

20 Selon encore un autre mode de realisation d'un superimmunogene 

composite selon I'invention, les polypeptides (a) et (b) sont separ6s l un de 
rautre, au sein dudit oonjugue peptidique, par une chaTne espaceur 
constitu6e d'un peptide espaceur ramifie, de preference une structure 
oligodendrimerique de poly(lysine). telle que decrite par exemple par Basak 

25 etal. (1995). 

Dans ce dernier mode de realisation d'un superimmunogene 

composite selon I'invention, ledit conjugue peptidique peut comprendre 

plusieurs copies des polypeptides (a) et (b) par molecule de conjugue. 

avantageusement de 2 e 8 copies des polypeptides (a) et (b), de preference 
30 au plus 4 copies de chacun des polypeptides (a) et (b) par molecule de 

conjugue. 

Les polypeptides (a) et (b) peuvent aussi §tre inclus tous les deux au 
sein d'une m§me structure physique par exemple sur des nanoparticules 
ayant un diametre compris entre 10 et 500 nanometres, de preference entre 
35 10 et 2000 nanometres, et de maniere tout e fait preferee entre 10 et 100 
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nanometres, par exempie des nanopaticules d'IMS, comme dScrit par 
exemple par Aucouturier et al , (2001), de chitosan . comme d6crit par 
exempie par Skaugrud et al. (1999), de liposomes, ou de particules 
biod6gradables comme le polylactide aclde (PLA), le poly-e-caprolactone 

5 (PLC) ou le poly(lactide-coglycolide) (PLG) decrit par Baras et al. (1999). 

Salon encore un autre mode de realisation, les polypeptides (a) et (b) 
sont Ii6s physiquement au sein d'une meme structure porteuse permettant 
leur presentation simultanee aux cellules du syst6me immunitaire. Dans ce 
mode de realisation particulier. les polypeptides (a) et (b) sont immobilises 

10 sur des nanoparticuies, par exempie des nanoparticules de chitosan, de IMS 
(Immunomodulateur accessible aupres de la Societe Seppic, France), 
constitue de nanoparticules lipidiques d'un diam^tre de ICQ a 300 
nanometres) ou de liposomes. 

Pref6rentiellement, de telles nanoparticules sont de faible taille de 

15 maniere d presenter simultan6ment les polypeptides (a) et (b) aux cellules, 
de la m§me manidre que si ces polypeptides dtaient li^s de manidre 
covalente au sein de la mSme molecule. Avantageusement les 
nanoparticules ont un diamdtre compris entre 10 et 1000 nm, mieux entre 10 
et 500 nm, prdferentiellement entre 10 et 300 nm et de maniere tout e fait 

20 prdfer^e entre 10 et 200 nm. 

Compositions vaccinales contenant un acide nucleique codant la 
prot6ine E7 mutee salon I'invention, 

25 L'invention a aussi pour objet une composition immunogene, ou une 

composition vaccinate d6pourvue de propriete immunosuppressive, 
preventive ou curative d'un cancer provoque par une infection d 
papillomavirus, caract^ris^e en ce qu'elle comprend une quantity 
immunologiquement efficace d'un acide nucl6ique codant une prot^ine E7 

30 mut6e telle que d^finie dans la pr6sente description , d'une cassette 
d'expression ou encore d'un vecteur recombinant tel que d^fini dans la 
presente description. 

Pour la mise en oeuvre de la composition vaccinate ci-dessus, on 
prdfdre, en tant que vecteur d'expression, un vecteur retroviral ou encore un 

35 vecteur addno-associ^ (AAV). De tels vecteurs ad^no-associes sont par 
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exempie decrits par Flotte et al. (1992). Samuiski et ai. (1989), ou encore 
McLaughlin et al. (1996). Pour Introduire les acides nucl6iques, les cassettes 
d'expression ou les vecteurs dans une cellule hote, rhomme du metier 
pourra avantageusement se r6f6rer a diff6rentes techniques, comme la 
5 technique de precipitation au phosphate de calcium (Graham et al).. 1973. 
Chen et al. 1987), le DEAE dextran (Gopal, 1985). Telectroporation (Tur- 
kaspa, 1986. Potter et al. 1984). la micro-injection directe (Harland et al. . 
1985) ou encore les liposomes charges en ADN (Nicolau et al., 1987 ; Fraley 
et al.. 1980). 

10 Selon un mode de realisation particulier. une methode pour introduire 

un acide nucl6ique ou une cassette d'expression selon I'invention dans une 
cellule hote, en particulier une cellule hdte provenant d'un mammifere, in 
vivo, comprend une 6tape au cours de laquelle on introduit une preparation 
comprenant Tacide nucl§ique ou la cassette d'expression dans un vehicule 

15 phamnaceutiquement compatible, par injection locale au niveau du tissu 
choisi, par exempie un tissu musculaire lisse ou encore un tissu muqueux, 
I'acide nucldique ou la cassette d'expression etant absorb^ par les cellules 
de ce tissu. 

Des compositions pour rutilisation in vitro et in vivo comprenant des 
20 acides nucl6iques ou des cassettes d'expression « nus » sont par exempie 
d6crites dans la demande PCT N°WO 95/1 1 .307 ainsi que dans les articles 
de Tacson et al. (1996) et de Huygen et al. (1996). 

II peut encore s'agir de vecteurs ad^noviraux tels que i'ad^novirus 
humain de type 2 ou 5. 
25 La quantity de vecteur qui est inject6e a Torganisme hote choisi varie 

selon le site de Tinjection. A titre indicatif, il peut etre injecte entre environ 10 
|jg et 1000 pg de racide nucl6ique ou de la cassette d'expression codant la 
prot6ine E7 mut6e selon I'invention dans le corps d'un patient. 

30 Compositions destln6es h la vaccination passive antltumorale, 

Comme ceia apparaTt clairement dans la pr^sente description, la 
production d'anticorps systSmiques ou mucosals est essentielle afin de 
bloquer les propri^t^s immunosuppressives de la prot6ine E7 s6cr6tee par 
35 les cellules canc^reuses infect^es par HPV-16. 
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Dans la situation dans laqueile une composition vaccinale comprenant 
une proteine E7 mut^e seion invention, ou la composition vaccinale 
comprenant un acide nucleique, une cassette d'expression ou un vecteur 
recombinant codant la proteine E7 mut^e, est utilis^e a titre th^rapeutique , 

5 c'est-^-dire apres r6v6nement dinfection par HPV-16, il est avantageux de 
bloquer rapidement I'effet immunosuppressif de la prot6ine E7 produite et 
s6cretee par les cellules cancereuses afin de favoriser rinduction rapide 
d'une reponse immunitaire humorale et cellulaire par ladite composition 
vaccinale, dans le but d'augmenter encore Tefficacite de celle-ci, 

10 Le blocage precoce de Teffet immunosuppressif de la proteine E7 

produite par les cellules infect^es peut etre r§alis6 en administrant aux 
patients une quantite efTicace d'anticorps neutralisants obtenus apres 
immunisation de I'homme ou de I'animal a i'encontre de la proteine E7 
native, en utilisant une proteine E7 mut^e de I'invention en tant que compost 

15 antigenique ou immunog^ne, en association avec un ou plusieurs adjuvants 
de I'immunitS appropriSe. 

L'invention conceme aussi un proc6d6 de preparation d'anticorps 
neutralisant i'effet immunosuppressif de la proteine E7 native de HPV-16, 
caract6ris§ en ce qu'il comporte une §tape dans laqueile on immunise un 

20 mammif6re, y compris Thomme. ^ I'aide d'une prot6ine E7 mutSe de 
invention, puis on r^cupere les anticorps produits. 

L'invention est aussi relative k des anticorps dirig^s centre une 
proteine E7 mut6e seion Tinvention. Ces anticorps sont notamment 
caract§ris6s en ce qu'ils sont neutralisants, c'est-^-dire qu'ils neutralisent 

25 Teffet immunosuppressif de la prot6ine E7 native. 

L'invention a 6galement pour objet une composition pharmaceutique 
contenant des anticorps neutralisant I'effet immunosuppressif de la proteine 
E7 native de HPV 16, en particulier la prot6ine E7 s6cr6tee par des cellules 
infectdes par HPV-16, lesdits anticorps ^tant dirig^s centre une proteine E7 

30 mut6e seion Tinvention. 

Elle est aussi relative a une composition pour vaccination passive a 
I'encontre d'une infection par HPV-16, y compris d I'encontre d'un cancer 
provoqu6 par une infection par HPV-16, contenant les anticorps d6finis ci- 
dessus. 
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Pour Verifier la capacity neutralisante des anticorps selon i'invention, 
rhomme du m§tier se r^fere avantageusement au test d^crit d Texemple 1 , 
consistant ^ quantifier le pourcentage d'inhibition de la production d'IFN-a 
ou de TNF-Q par des macrophages humains exposes d la prot^ine E7 native. 

5 L'invention a encore pour objet une m6thode pour bloquer Teffet 

immunosuppressif de la proteine E7 produite par des cellules infectees par le 
virus HPV-16, caract6ris6e en ce que Ton administre aux patients une 
quantite neutralisante d'anticorps obtenus apres immunisation de I'homme 
ou de Tanimale avec une proteine E7 mutSe telle que definie dans la 

10 presente description. 

La « quantity neutralisante » d'anticorps a administrer au patient varie 
selon I'etendue de Tinfection par HPV. En g6n6ral, on administre au patient 
une quantity d'anticorps neutralisants qui correspond d la quantity 
d'anticorps neutralisants nScessaire a bloquer Tactivitd immunosuppressive 

15 d'une quantite de proteine E7 native allant de 100 ng d 1 mg, dans le test 
d'immunosuppression d^crit a Texemple 1.. 

Les anticorps peuvent etre des anticorps d'isotype IgA ou d'isotype 
IgG. lis peuvent etre des anticorps polyclonaux ou encore des anticorps 
monoclonaux. 

20 Les anticorps selon l'invention englobent ^galement les fragments 

F(ab')2 ou F(ab). 

Composition vaccinale comprenant des cellules dendritiques traitees 
avec une proteine E7 mut6e selon Tinvention, 

25 

Les cellules dendritiques sont des cellules pr6sentant Tantigene (APC) 
qui sont specialisees dans initiation de rimmunit6 cellulaire T. Un contact 
physique entre des cellules dendritiques et des cellules T est requis pour 
I'induction d'une r^ponse immunitaire des cellules T. Les cellules 
30 dendritiques activent les r^ponses immunitaires specifiques d'un antigene 
donnd, via deux stapes de signalisation. La premiere 6tape de signalisation 
implique une interaction peptide antig^nique-MHC/ r^cepteur des cellules T 
(TCR). La seconde 6tape de signalisation implique des molecules co- 
stimulatrices, tels que les marqueurs de surface cellulaires et les cytokines. 
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Les cellules dendritlques produisent diverses cytokines lorsqu'elles 
pr6sentent I'antlgfene aux cellules T, ce qui influence le micro-envlronnement 
de cytokines, puis la r6ponse Immunltaire subs6quente. 

Plus sp6cifiquement, on sait que la vaccination avec des cellules 

5 dendritiques pennet de casser la tol6rance immunologique du systeme 
immunltaire vis-S-vis des cellules tumorales et induit la lyse de la tumeur 
dans I'organisme h6te par la stimulation d'une r6ponse immunltaire cellulaire 
T de type Th1 , tout au moins dans les cancers pour lesqueis il n'existe pas 
de situation d'Immunosuppression concomitante avec le d6veloppement de 

10 la tumeur. 

On a montr§ selon I'invention que I'incubation in vitro d'une population 
de cellules dendritiques d'un individu avec une quantity appropri6e d'une 
prot6ine E7 mut6e, telle que d6finie dans la pr6sente description, rendaient 
ces cellules dendritiques aptes d pr6senter subs§quemment ladite prot6ine 

15 E7 mutee aux cellules T presentes dans une population de cellules 
mononucl66es autologues, obtenues d partir du m§me individu. et S induire 
I'activation des cellules T sp^cifiques de la prot6ine E7, qui est visualisee par 
la prolif6ration de ces cellules T. L'activation des cellules T. peut etre 
mesur6e, par exennple. par la quantit6 d'incorporation intracellulalre de [^H] 

20 thymidine, comme cela est illustrS d I'exemple . 

Dans une exp6rience similaire, mais dans laquelle les cellules 
dendritiques sont pr6alablement incub§es in vitro avec la prot6ine E7 native, 
on n'observe aucune activation des cellules T, comme dans la population de 
cellules dendritiques t6moin incub6e en ['absence de tout antigfene exog6ne. 

25 Dans ce systeme, on observe, une fois encore, I'activit^ immunosuppressive 
de la proteine E7 native. 

Au contraire, une proteine E7 mutee selon I'invention est d6pourvue 
d'activite immunosuppressive et permet ['induction d'une reponse 
immunltaire cellulaire T specifique efficace, d Tencontre de la prot6ine E7 

30 native. 

L'invention a encore pour objet une composition vaccinate d^pourvue 
de propri6t§ Immunosuppressive, preventive ou curative d r6gard d'un 
cancer provoqu6 par une infection S Papillomavirus, caract^ris^e en ce 
qu'elle comprend, d titre de princIpe actif, une quantity appropriee de cellules 
35 dendritiques autologues ou allog6niques vis-^i-vis de I'indivldu d traiter. 
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lesdites cellules dendritiques autologues ayant incub^es avec une 
proteine E7 mut6e telle que d6finie dans la pr6sente description et ainsi 
rendues aptes a presenter ladite prot6ine E7 mut6e aux cellules T la 
reconnaissant specifiquement. 

5 L'Invention a aussi pour objet une m6thode pour pr6venir ou gu6rir un 

cancer provoqu6 par une infection d Papillomavirus, caracteris6e en ce 
qu'elle comprend une etape dans laquelle on administre dt I'indlvidu a traiter 
une quantit6 appropriee de cellules dendritiques autologues (isogeniques) ou 
allogeniques vis-d-vis de Tindividu d traiter, lesdites cellules dendritiques 

10 autologues( isogeniques) ou allogeniques ayant et6 incubees, pr6alablement 
a leur administration ^ Tindividu, avec une proteine E7 mut6e telle que 
d6finie dans la presente description et ainsi rendues aptes d presenter ladite 
prot6ine E7 mutee aux cellules T la reconnaissant sp6cifiquement. 

De pref6rence, les cellules dendritiques sont obtenues par 

15 differenciation de monocytes pr6par6s par elutriation a partir de sang 
peripherique humain, soit du sang du patient, soit du sang d'un individu 
partageant avec le patient un haplotype du complexe majeut 
d'histocompatibilitd, tel qu'un haplotype du HLA-A2. 

De pr^fdrence, les cellules dendritiques, une fois pr6levees ^ partir du 

20 patient, sont mise en culture dans un milieu de culture appropri^ pour la 
culture de cellules de mammif^re, tels que le milieu HL1 (Bio Whittaker), le 
cas 6ch6ant additionne de glutamine, et eventuellement 6galement d'un ou 
plusieurs antibiotiques, telle que la streptomycine et la culture est r^alisee a 
37**C dans un incubateur ^ atmosphere humide et ^ 5% (VA/) de CO2.. 

25 Les cellules dendritiques en culture sont ensuite incub6es avec une 

quantite choisie de la proteine E7 mutSe, de preference une quantity allant 
de 5 ^ 50 [ig/m\, 

Pr6ferentiellement. on incube les cellules dendritiques avec la proteine 
E7 mutee, a raison d'une quantity de proteine E7 mut6e par 10® cellules 
30 dendritiques allant de 1 ^ 50 pg. 

Prdfdrentiellement, on administre au patient d traiter une quantite de 
cellules dendritiques traitdes avec une proteine E7 mutee selon Tinvention 
allant de 10^ e 500 x 10® cellules. 

Avantageusement, on realise une seule administration au patient, par 
35 injection par la voie parenterale, des cellules dendritiques traitees par la 
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prot6ine E7 mutee. On peut aussi r6aliser, si n6cessaire, de multiples 
injections au patient, en fonction de rintensit6 de la r6ponse immunitaire anti- 
E7 qui est provoqu6e, par exemple une administration mensuelle, 
bimestrielle, trimestrielle ou bi-annuelle. des cellules dendritiques traitees 
5 L'invention est en outre illustr6e, sans pour autant etre limitee. par les 

figures et les exemples suivants. 

Figure 1, un graphe des titres d'anticorps IgG anti-E7 serique de 
souris, avant et apres immunisation avec une pr6paration E7A21-26 ; 

Figure 2, un graphe du pourcentage de neutralisation des anticorps 
10 IgG anti-E7 s6rique de souris, avant et apres immunisation avec une 
preparation E7A21-26 ; 

Figure 3. un graphe de IMndex de prolif6ration Ip de spl6nocytes de 
souris naTves et de souris immunisees avec une preparation E7A21-26, 
cultivSes en presence de la prot^ine E7 native ; 
15 Figure 4, un graphe du taux d'lFN-y de spl§nocytes de souris naTves 

et de souris immunis6es avec une preparation E7A21-26, cultiv6es en 
pr6sence de la proteine E7 native ; 

Figures 5^8, des graphes du titre d'IgG anti-E7 serique de souris et 
des pourcentages de neutralisation des anticorps IgG anti-E7 serique de 
20 souris, avant et apres immunisation avec une preparation E7A21-26 ; 

Figures 9 et 10, des graphes du titre d'IgG anti-E7 s6rique de souris 
et des pourcentages de neutralisation des anticorps IgG anti-E7 s6riques de 
souris, avant et apres immunisation avec une preparation E7A21-26 ; 

Figure 11, un graphe representant le taux d'IgA present dans les 
25 secretions vaginales de souris, avant et apres immunisation avec une 
preparation E7A21-26 ; 

Figures 12 et 13, des graphes du titre d'IgG anti-E7 serique de souris 
et des pourcentages de neutralisation des anticorps IgG anti-E7 sdrique de 
souris, avant et apr^s Immunisation avec une preparation E7A21-26 ; 
30 Figure 14 , un graphe representant le taux d'IgA present dans les 

secretions vaginales de souris, avant et apres immunisation avec une 
preparation E7A21-26 ; 

Figure 15 un graphe de la croissance tumorale de cellules C3 
injectees e des souris immunisees ou non avec une preparation E7A21-26 . 
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Figure 16 graphes repr^sentant le d^veloppement des tumeurs C3 
Chez des souiis ayant regu 7 x 10^ cellules C3 exprimant E7 de HPV16. 
Figure 16A : souris temoins ; Figure 16B : souris traitees avec E7A21626. 
En abscisse, le nombre de jours aprds Tinjection des cellules C3. En 
5 ordonnSes, la surface des tumeurs. 

Figure 17 : graphes representant le d§veloppement des tumeurs C3 
Chez des souris ayant re9u « 9 x 10^ » cellules C3 exprimant E7 de HPV16. 

Figure 18 : graphe representant le niveau de reaction lymphocytaire 
mixte, mesuree par le niveau de proliferation des cellules mononucle6es 
10 effectrices stimulees par les cellules dendritiques temoin (losange vide), 
pretrait6es avec la prot6ine E7 native (cercle plein) ou pretraitees avec la 
prot6ine E7A21-26 (carre hachure). En ordonn6es prolif6ration des cellules 
mononucle^es effectrices, visualisSe par incorporation de [3H] thymidine. En 
abscisse, le rapport entre le nombre de cellules stimulantes (cellules 
15 dendritiques) et le nombre de cellules effectrices (cellules T). 

EXEMPLE 1 : R6ponse immune (humorale et cellulaire) svst6mlque, 

Exemple 1.1: Actlvit6 immunoqdne de la proteine ^7 A^i^^e An 
20 presence d'adiuvant complet lACF) et incomplet (AIF) de FREUND 

L'activite immunog6nique (humorale et cellulaire) de la pr6paration E7 
A21-26, a 6te 6tudi6e chez les souris C57BL/6 (^1-2*^) femelles, ag6es de 6 
semaines, achet^es chez Charies River, en presence de ACF et d'AIF. 

25 

A. Materiel et mSthodes 

Au jour 0, un groupe de 6 souris regoit une injection de 0.2 ml (50 fjg) 
d'une Emulsion en ACF par voie intramusculaire. Une injection de rappel de 
5 Mg en AIF est donn6e a J21 et J60. 
30 Un prelevement sanguin au niveau r§tro-orbital est effectu6 sur 

cheque souris avant la premiere injection d j-2 et 12 jours apres la demi&re 
immunisation. 

- 8 souris contrdles regoivent les mSmes preparations sans immunog§ne. 

- 3 souris regoivent 100 pg de la preparation et I'absence de symptdmes de 
35 maladie est etudiSe pendant les 7 jours suivant Tinjection. 



wo 03/090667 



• 



39 



PCT/FR03/01082 



Les souris sont challengees avec des cellules C3. 12 jours apres la 
demiere immunisation. Les cellules C3, sont des cellules embryonnaires 
d'origine C57BU6, transfomn§es avec le g6nome HPV16 entier et {'oncogene 
fas ( Feltkamp. M.C., H.L. Smits. MP. Vierboom, R.P. Minnaar, B.M. de 

5 Jongh, J.W. Drijfhout, J. ter Schegget, CJ. Melief. and W.M. Kast. 1993. 
Vaccination with cytotoxic T lymphocyte epitope-containing peptide protects 
against a tumor induced by human papillomavims type 16- transformed cells. 
EurJ.lmmunoL 23:2242-2249.). Elles sont cultiv6es dans du milieu DMEM 
(Bio-Whittaker) additionne de 10% de PCS. 50 U/ml de p6nicilline. 50 |jg/ml 

10 de streptomycine et 250 ng/ml de fungizone a 37**C dans une atmosphere 
humide contenant 7% de CO2. Les cellules destinees ^ etre injectees aux 
souris sont lavees dans du milieu sans s6rum apres avoir 6t6 detach^es du 
plastique a Taide de trypsine. 

15 Uabsence de toxiclt6 de la preparation est mesur6e par I'absence de 

signes cliniques : (comportement, polls, poids) et par examen anatomique 
aprds autopsie. 

B. R6sultats : 

20 Les souris immunisees par la preparation E7 A21-26, en presence de 

ACF et d'AIF, ne pr6sentent aucun signe clinique et aucune lesion 
anatomique. 

Aucune des 3 souris immunisees avec 100 pg de la preparation ne 
manifeste de symptomes de maladie pendant les 7 jours suivant Tinjection. 
25 La reaction immunitaire est mesuree par : 



La presence dans le s6rum d'anticorps de type IgG dirig6s contre la 
30 proteine recombinante E7 native, est mesur6e par ELISA et exprimee en titre 
(inverse de la dilution donnant une density optique supSrieure d 0.3) 



1. Reponse humorale 



Figure 1 : 



wo 03/090667 



PCT/FR03/01082 



40 



Les souris immunis6es avec la preparation de E7 A21-26. en 
presence de ACF et d'AIF. pr6sentent des titres d'anticorps de type IgG anti- 

E7 tres importants. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a et6 mesur§e a I'aide du test 
d'immunosuppression suivant. Una dilution au 1/50 du s6runn pr§lev6 ^ J-2 et 
J72 sont incub6es pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces dilutions 
sont ensuite deposees sur des macrophages humains, pretraites par de 
I'IFN-y pendant 16 heures. Apr6s 24 heures de culture, les surnageants de 
culture sont recup6r6s et la quantity de TNF-a produite est mesur6e par un 
test ELISA, le DuoSet DTA 50 (R&D). Les s6rums neutralisants empechent 
la proteine E7 d'induire I'expresslon de TNF-a. alors que les s6rums non 
neutralisants permettent la synthfese de cette cytokine, 

Les r6sultats sont donnas en % de neutralisation. 



Les anticorps induits par la preparation E7 A21-26 en presence d'ACF 
puis d'AIF ont un pouvoir neutralisant tr^s innportant. 

20 2. Reponse cellulaire 

2.1. Proliferation cellulaire 

Les cellules spleniques des souris immunisees et des souris contrdles 
sont isoiees puis cultiv6es dans des puits ^ fond rond d'une plaque de micro- 
culture ^ raison de 100 000 cellules/puits en presence de E7 natif. La culture 
25 cellulaire est poursuivie d 37 "C en atmosphere humide chargee e 5 % de 
C02 pendant 6 jours. 18 heures avant la fin de I'incubation, 0.5 KiCi de 
thymidine triti6e/ puits sont ajoutes. L'intensite de la reponse immunitaire est 
proportionnelle e I'index de proliferation Ip. 



15 



Figue 2 



30 



Ip = cpm (coups par minute) pour I'antigene donne / cpm 
contrdle 



Figure 3 
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Les cellules spleniques des souris immunises avec la preparation E7 
A21-26. en pr6sence de ACF et d'AIF, prolifferent, lorsqu'elles sont actlvees, 
in vitro, avec la prot^ine E7 native. 

5 2.2. Production dMFN^ 

La presence d'IFN gamma dans les sumageants de culture des 
cellules spl6niques cultivees en presence de 10 \ig/m\ de E7 natif est 
d6tenminee, apres 72 heures de culture, a I'alde d'un test ELISA (LO-IMEX. 
10 Belgium) comme d6crit prec^demment (De Smedt, T., B. Pajak. E. Muraille. 
L. Lespagnard, E. Heinen. P. De Baetselier, J. Urbain, O. Leo, and M. Moser. 
1996. Regulation of dendritic cell numbers and maturation by 
lipopolysaccharide in vivo. J.Exp.Med. 184:1413-1424.) Les resultats sont 
exprim^s en Ul/ml. 

15 

Figure 4 

Les cellules spleniques des souris immunisdes avec la preparation E7 
A21-26 en pr6sence d'ACF puis d'AIF produisent une quantit6 importante 
d'IFN gamma lorsqu'elles sont activ6es, in vitro, avec la proteine E7 native. 

20 

Example 1,2- : Actlvit6 immunoa6ne de la prot6ine E7 A21-26 en 
presence d'adiuvant incomplet de FREUND f AIF) 

Uactivitd immunog^nique (humorale) de la preparation E7 A21-26, a 
25 6t§ 6tudi6e chez les souris C57BL/6 (H-2^) femelles, dg6es de 6 semaines, 
achet6es chez Charles River, en presence d'AIF. 

A. Materiel et m4thode$ 

Au jour 0. un groupe de 6 souris regoit une injection de 0.2 ml (50 |jg) 
30 d'une emulsion en AIF en presence de Ijjg de GM-CSF murin et 1,5 |jg d'lL- 
2 murin par voie intramusculaire. Une injection de rappel de 5 pg en AIF est 
donnee ^ J21 et J60. 
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Un prel6vement sanguin au niveau r6tro-orbital est effectue sur 
chaque souris avant la premiere Injection d j-2 et 12 jours apr6s la demlfere 
immunisation. 

- 6 souris controles regoivent les memes preparations sans immunogene. 
5 - 3 souris resolvent 100 pg de la preparation et {'absence de symptomes de 
maladie est etudiee pendant les 7 jours suivant Tinjection. 

Uabsence de toxicite de la preparation est mesur6e par {'absence de 
signes diniques : (comportement, polls, poids) et par examen anatomique 
10 apres autopsie. 

B. R6sultats : 

Les souris immunis6es par la preparation E7 A21-26 en pr6sence 
d'AIF ne presentent aucun signe clinique et aucune l6sion anatomique. 
15 Aucune des 3 souris immunis§es avec 100 \ig de la preparation ne 

manlfeste de symptomes de maladie pendant les 7 jours suivant IMnjection. 

La reaction immunitaire est mesur^e par : 

1. R6Donse humorale 

20 

La presence dans {e s6rum d'anticorps de type IgG diriges contra (a 
proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en titre 
(inverse de (a dilution donnant une densite optique sup§rieure a 0.3) 

25 Figure 5 

Les souris immunis6es avec la preparation de E7 A21-26 en presence 
d'AIF presentent des titres d'anticorps de type IgG anti-E7 trds importants. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a ete mesuree d I'aide du test 
30 d'immunosuppression suivant. Une dilution au 1/50 du serum preieve a J-2 et 
J72 est incubee pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces dilutions 
sont ensuite deposees sur des macrophages humains. pretraites par de 
{*IFN-y pendant 16 heures. Apres 24 heures de culture, (es surnageants de 
culture sont recuperes et la quantite de TNF-a produite est mesuree par un 
35 test ELISA. le DuoSet DTA 50 (R&D). Les semms neutralisants empechent 
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la proteine E7 d'Induire Texpression de TNF-a. alors que les s6rums non 
neutralisants permettent la synthese de cette cytokine. 
Les rSsultats sont donnes en % de neutralisation. 

5 Figure 6 

Les antlcorps induits par la preparation E7 A21-26 en presence d'AIF 
ont un pouvoir neutralisant tres important 

10 Exemole 1,3 : Activit6 immunoafene de la proteine E7 A21-26 enchassee 
dans des nanoparticules de chitosan en pr6sence d'adiuvant incomplet 
de FREUND fAIF) 

L'activit6 immunog6nique (humorale) de la preparation E7 A21-26 
15 encliassee dans des nanoparticules de chitosan a ete etudiee chez les 
souris C57BL/6 (H-2^) femelles. agees de 6 semaines, acliet6es chez 
Charles River, en presence d'AIF. 

A. Materiel et m6thodes 
20 Au jour 0, un groupe de 6 souris regoit une injection de 0.2 ml (50 pg) 

d'une 6mulsion en AIF en pr6sence de Ipg de GMC-SF murin et 1,5 pg dML- 

2 murin par voie Intramusculaire. Une injection de rappel de 5 pg en AIF est 

donnee d J21 et J60. 

Un pr6levement sanguin au niveau r6tro-orbital est effectue sur 
25 chaque souris avant la premiere injection d j-2 et 12 Jours apr6s la demiere 

immunisation. 

- 6 souris controles regoivent les memes pr6parations sans immunogdne. 

- 3 souris regoivent 100 pg de la pr6paration et Tabsence de symptomes de 
maladie est 6tudi6e pendant les 7 jours suivant Tinjection. 

30 Uabsence de toxicite de la preparation est mesuree par I'absence de 

signes cliniques : (comportement, polls, poids) et par examen anatomique 
apres autopsie. 
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B. R6sultate : 

Les souris immunis6es par la preparation E7 A21-26 ench§ss6e dans 
des nanoparticules de chitosan en presence d'AIF ne pr6sentent aucun signe 
s clinique et aucune lesion anatomique. 

Aucune des 3 souris immunis6es avec 100 |jg de la preparation ne 
manifesto de symptdmes de maladie pendant les 7 jours suivant I'injection. 

La reaction imnfiunitaire est mesur^e par : 

10 1. Reponse humorale 

La presence dans le s6rum d'anticorps de type IgG diriges centre la 
proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en titre 
(inverse de la dilution donnant une densite optique superieure d 0.3) 

15 

Figure 7 

Les souris immunis6es avec la preparation de E7 A21-26 enchassee 
dans des nanoparticules de chitosan en presence d'AIF presentent des titres 

20 d'anticorps de type IgG anti-E7 tres importants. 

L'activite neutraiisante de ces anticorps a ete mesuree e I'aide du test 
d'immunosuppression suivant. Une dilution au 1/50 du serum preiev6 a J-2 et 
J72 est incubee pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces dilutions 
sont ensuite deposees sur des macrophages humains, pretraites par de 

25 I'IFN-Y pendant 16 heures. Apres 24 heures de culture, les sumageants de 
culture sont recuperes et la quantite de TNF-a produite est mesur6e par un 
test ELISA, le DuoSet DTA 50 (R&D). Les semms neutralisants empechent 
la proteine E7 d'induire I'expression de TNF-a. alors que les serums non 
neutralisants permettent la synthese de cette cytokine. 

30 Les resultats sont donnes en % de neutralisation. 

Figure 8 



35 



Les anticorps induits par la preparation E7 A21-26 ench§ss6e dans 
des nanoparticules de chitosan en presence d'AIF ont un pouvoir neutralisant 
tres important. 
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pygMPLE 2 ; R6ponse immunltaire svs temiaue et mucosale 

gyftmnle 2.1 : Activite immunoaene d e la prot6ine E7 A21-26 en 

presence dMMS 1113 fSEPPiC^ 

5 

L'activit6 immunog6nique (humorale) de la preparation E7 A21-26. a 
6te 6tudiee chez les souris C57BL/6 (H-2'») femelles. ag6es de 6 semaines. 
achetees chez Charles River, en presence d'IMS 1113. (SEPPIC) 

10 A. Materiel et m^thodes 

Au jour 0, un groupe de 6 souris regoit une injection de 0.2 ml 
contenant 50 MO de E7 A21-26 en pr6sence d'IMS 1113 avec Ipg de GM- 
CSF murin et 1,5 \ig d'IL-2 murin par voie intramusculaire. ainsi que 20 \i\ 
contenant 20 \ig de cette m&me preparation par voie intranasale. 

15 Au jour 7, 14 et 21 . ces souris regoivent par voie intranasale 20 \i\ soit 

20 |jg de la preparation en IMS 1113. 

Au jour 60, ces souris regoivent une injection de 0.2 ml contenant 5 ^9 
de la preparation en IMS 1113 et 20 pi contenant 20 pg de cette meme 
preparation par voie intranasale. 

20 Un preievement sanguin au niveau retro-orbital ainsi qu'un 

preievement des secretions vaginales est effectue sur chaque souris avant la 
premiere injection e j-2 et 12 jours apres la derniere immunisation. 

- 6 souris contrdles regoivent les memes preparations sans immunogene. 
25 - 3 souris regoivent 100 pg de la preparation et I'absence de symptomes de 
maladie est etudiee pendant les 7 jours suivant rinjection. 

L'absence de toxicite de la preparation est mesuree par I'absence de 
signes cliniques : (comportement. polls, poids) et par examen anatomique 
30 apres autopsie. 

B. R6sultats : 

Les souris immunis6es par la preparation E7 A21-26 en presence 
d'IMS 1113 ne presentent aucun signe clinique et aucune lesion anatomique. 

35 
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Aucune des 3 souris immunis^es avec 100 pg la preparation ne 
manifeste de symptdmes de maladie pendant ies 7 jours suivant I'injection. 

La reaction immunitaire est mesur^e par : 

5 

1. R6ponse humorale 

1 .1 . Production d'anticonps d'isotvpe G dans Ies s6aims 

La presence dans le s6rum d'anticorps de type IgG dirig^s contre la 
10 proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprim6e en titre 
(inverse de la dilution donnant une densite optique sup6rieure d 0.3) 

Figure 9 

15 Les souris immunis^es avec la preparation de E7 A21-26 en presence 

d'IMS 1113 pr^sentent des titres d'anticorps de type IgG anti-E7 trds 
importants. 

L'activite neutralisante de ces anticorps a 6t§ mesuree ^ I'aide du test 
d'immunosuppression suivant. Une dilution au 1/50 du serum prelev6 a J-2 et 

20 J72 est incub6e pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces dilutions 
sent ensuite d§posees sur des macrophages humains, pr6traites par de 
riFN-y pendant 16 heures. Apr6s 24 heures de culture, les sumageants de 
culture sont r6cup6r6s et la quantite de TNF-a produite est mesur6e par un 
test ELISA, le DuoSet DTA 50 (R&D). Les s6mms neutralisants empechent 

25 la proteine E7 d'induire I'expression de TNF-a, alors que les s^mms non 
neutralisants permettent la synthase de cette cytokine. 
Les resultats sont donnes en % de neutralisation. 



30 



Figure 10 

1.2. Production d'anticorps d'isotvpe A dans les s6cr6tions 
vaainales 



35 



La presence dans le serum d'anticorps de type IgA diriges contre la 
proteine recombinante E7 native, est mesuree par ELISA et exprimee en titre 
(inverse de la dilution donnant une densite optique superieure d 0.3) 
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Figure 11 

Les souris immunisees avec la preparation de E7 A21-26 en presence 
5 d'IMS 1113 pr6sentent des tftres d'antlcorps de type IgA anti-E7 tr§s 
importants. 

Exemple 2,2 : Activite immunoqene de la proteme E7 A21-26 enchassee 
dans du chitosan en pr6sence d'AIF (vole svst6nniaue> ou en presence 
10 de PBS (vole nasale) 

L'activit6 immunogenique (humorale) de la preparation E7 A21-26 
enchass6e dans du chitosan, a et6 6tudiee chez les souris C57BL/6 
femelles, ag6es de 6 semaines. achetees chez Charles River. 

15 

A. Materiel et m6thodes 

Au jour 0. un groupe de 6 souris regoit une injection de 0.2 ml 

contenant 50 \jg de E7 A21-26 enchdssSe dans du chitosan en presence 

d'AIF avec Ipg de GM-CSF murin et 1,5 pg d'IL-2 nnurin par voie 
20 intramusculaire, ainsi que 20 pi contenant 20 pg de cette nn§me preparation 

en presence de PBS additionn6e d'lpg de GM-CSF murin et 1,5 pg dML-2 

murin par voie Intranasale. 

Au jour 7, 14 et 21. ces souris regoivent par voie intranasale 20 pi soit 

20 pg de E7 A21-26 ench§ss6e dans du chitosan en presence de PBS. 
25 Au jour 60, ces souris regoivent une injection de 0.2 ml contenant 5 pg 

de la preparation en AIF et 20 pi contenant 20 pg de cette meme preparation 

en presence de PBS par voie intranasale, 

Un preievement sanguin au niveau r6tro-orbital ainsi qu'un 

prelevement des secretions vaginales est effectue sur cheque souris avant la 
30 premiere injection e j-2 et 12 jours apres la derniere immunisation. 

- 6 souris controles regoivent les memes preparations sans immunogene. 

- 3 souris regoivent 100 pg de la preparation et {'absence de symptomes de 
maladie est etudiee pendant les 7 jours suivant Tinjection. 

L'absence de toxicite de la preparation est mesuree par Tabsence de 
35 signes cliniques : (comportement, poils, poids) et par examen anatomique 
apres autopsie. 
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B. R6sultate : 

Les souris immunis^es par la preparation E7 A21-26 enchdssde dans 
du chitosan ne pr^sentent aucun signe clinique et aucune lesion anatomique. 
5 Aucune des 3 souris immunis^es avec 100 pg de la preparation ne 

manlfeste de symptdmes de maladie pendant les 7 jours suivant rinjection. 

La reaction Immunitaire est mesur^e par : 

1. R6ponse humorale 
10 1.1. Production d'anticorps d'isotvpe G dans les s6rums 

La presence dans le s^rum d'anticorps de type IgG diriges centre la 
prot^ine recombinante E7 native, est mesur6e par ELiSA et exprimee en titre 
(inverse de la dilution donnant une density optique supSrieure ^ 0.3) 



15 



Figure 12 



Les souris immunis6es avec la preparation de E7 A21-26 enchass§e 
dans du chitosan pr6sentent des titres d'anticorps de type IgG anti-E7 tres 
20 importants. 



L'actlvite neutralisante de ces anticorps a §t6 mesur^e ^ I'aide du test 
d'immunosuppression suivant. Une dilution au 1/50 du s^rum pr§iev6 d J-2 et 
J72 est incub^e pendant 2 heures avec 50 ng/ml de E7 natif. Ces dilutions 

25 sont ensuite d^posSes sur des macrophages humains, pr6trait§s par de 
I'IFN-Y pendant 16 heures. Apr^s 24 heures de culture, les sumageants de 
culture sont r6cup6r6s et la quantity de TNF-a produlte est mesur6e par un 
test ELiSA. le DuoSet DTA 50 (R&D). Les serums neutralisants empSchent 
la prot6ine E7 d'induire I'expresslon de TNF-a, alors que les s6rums non 

30 neutralisants permettent la synthase de cette cytokine. 

Les r§sultats sont donnas en % de neutralisation. 



Figure 13 
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1.2. Production d'anticorps d'isotype A dans les s6cr§tions 
vaginales 

La presence dans le s6rum d'anticorps de type IgA dirig6s contre la 
proteine recombinante E7 native, est mesur6e par ELISA et exprim6e en titre 
(inverse de la dilution donnant une densit6 optique superieure a 0.3) 

Figure 14 

Les souris immunis6es avec la preparation de E7 A21-26. ench§ssee 
dans du chHosan, pr6sentent des litres d'anticorps de type IgA anti-E7 tr^s 
importants. 

15 EXEMPLE 3 : R6ponse anti-tumorale protectrice 

Exemnle 3.1 : L'iniection des proteines E7A21-26 en pr6sence d'ACF 
puis AIF a6ndre une r6sistance antl-tumorale. 

La mesure d'une r6ponse anti-tumorale protectrice chez les souris 
20 immunis6es avec la preparation de E7 A21-26 en pr6sence d'ACF puis d'AIF 
(exemple 1 .1 ) a 6t§ testae de la mani^re suivante. 

12 jours aprds la demifere innmunisation, les souris ont §t6 inject6es 
avec 500.000 cellules C3, en sous-cutan6 (s-c) dans le flanc. Les cellules 
C3, sont des cellules embryonnaires d'origine C57BL/6, transform6es avec le 
25 g§nome HPV1 6 entier et I'oncog^ne ras. La croissance tumorale est §valuee 
1 fois par semaine par la mesure de la surface de la tumeur. 

Figure 15 

Une tumeur s'est d6velopp6e chez toutes les souris contr6les trait§es 
30 uniquement avec I'adjuvant. Parmi les 6 souris immunis6es avec la 
preparation E7 A21-26 en presence d'ACF puis d'AIF : 

- 4 souris n'ont d^velopp^ aucune tumeur 

- chez 1 souris, une tumeur s'est d^veloppee puis stabilis6e 
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- Chez 1 souris. une tumeur s'est d6ve!opp6e 
La proline E7 A21-26, g6n6re chez la souris. en pr6sence de ACF et 
d'AIF. une r6ponse immune sp6cifique protectrice contre une tumeur induite 
par le papillomavirus humain de type 16. 

5 

FXEMPLE 4 ; Reponse anti-tumorale fherapeutiaue 

La capacity de la preparation E7A21-26 en pr6sence d'AIF d ir^duire le 
rejet de tumeurs C3 prelmplant6es a 6te test6e chez des souris C57 BL/6(H- 
10 2b) de ta mani6re d6crite ci-dessous. 

gYsmple 4.1 : Mise en place d u modele therapeutlaue 

A. Materiel et m^thodes 

15 Des souris (groupes de 8) ont 6te inject§es en s.c. dans le flanc 

2 3 

avec un nombre croissant de cellules C3 : 0 ; 5.10 -.5.10 ; 
5.10* et 5.10*. La croissance tumorale est evalu6e 1 fois par 
semaine par la mesure de la surface de la tumeur. 

20 Resultats 



TABLEAU I 

Evaluation de la croissance tumorale par la mesure de la 
surface* des tumeurs 



Nombre 
de cellules 
inject§es 


JO 


J12 


J17 


J24 


J31 


Oe + 0 


0 


0 


0 


0 


0 


5e+2 


0 


0 


0 


0.1 


1.9 


5e + 3 


0 


0 


0 


0 


2,8 


5e + 4 


0 


0 


0 


10 


6,9 


5e + 5 


0 


25 


202 


sacrifiees 


sacrifiees 
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* La surface, exprim6e en mm\ repr^sente la moyenne obtenue d parti r 
de la mesure de surface de 8 tumeurs. 

5 Les souris ayant regu 5.10' cellules ont toutes developpS une 

tumeur 12 jours aprds rinjection de cellules (8/8). 
Parmi les souris ayant regu 5.10'* cellules, 4 souris/8 ont d6veloppe 
une tunneur 21 jours apres rinjection des cellules et 4 souris /8, 28 
jours apr^s rinjection. 

10 Parmi les souris ayant regu 5.10^ cellules, 1 souris /8 a d6veloppe 

une tumeur 35 jours apr6s rinjection des cellules, 3 souris /8, 42 a 
60 jours aprgs I'injectlon et les 4 autres souris ne pr6sentent 
toujours pas de tumeur. 

ParmI les souris ayant regu 5.10^ cellules, 1 souris /8 a d§velopp6 
X5 une tumeur 35 jours aprfes rinjection des cellules, les 7 autres 

souris n'ont toujours pas d^veloppe de tumeur. 

Example 4.2 : Reponse anti-tumorale chez la souris avant recu 
une dose de 7.10^ et 9.10^ cellules C3 exprimant la proteine E7 

20 

A. l\/lateriel et metliodes 

Des souris ont d'abord 6t6 inject6es en s.c. dans le flanc avec 7000 ou 
9000 cellules C3 Oour 0). Le jour 2, 9. 16 et 23. les souris ont regu une 
injection en intramusculaire de 10 pg de la preparation E7A21-26 dans de 
25 I'AIF et 1 MQ de GM-CSF et d'IL2 murin. Les jours 9, 16, 23 et 60, les souris 
ont regu une injection en intramusculaire de 10 pg de la preparation E7A21- 
26 dans de I'AIF. 

La taille des tumeurs a 6t6 mesurSe 2 fols par semalne comme d6crit 
plus haut dans rexemple 4.1. 
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B. Resultats 

Les figures16 et 17 pr^sentent les resultats obtenus. 
Les souris contrdles d^veloppent toutes des tumeurs (8/8) 10 a 20 
5 jours apres I'injection des cellules C3 alors que 80 % (7 000 cellules 

Inject6es - Figure 16) et 75 % (9 000 cellules inject^es - Figure 17) 
des souris immunisSes n'en d^veloppent pas. 



10 Exemple 5 : Stimulation d'une r6action mixte ivmphocvtaire avec des 
cellules dendrltiaues pretraitees avec la prot6ine E7 mut6e E7A21-26 

Une reaction lymphocytaire mixte autologue unidirectionnelle consiste 
§ co-cultiver des cellules mononucl66es d'un individu (cellules effectrices ou 

IS rdpondeuses) avec ses cellules dendritiques (cellules stimulantes) porteuses 
d'antig&nes (TSA). Les cellules effectrices. poss^ant des r§cepteurs 
sp6cifiques pour I'antigdne ports par ies cellules stimulantes, prolif^rent. La 
proliferation est mesur^e par le test d'incorporation d la thymidine tritiSe. 

Les cellules dendritiques proviennent de la differentiation de 

20 monocytes obtenus par dlutriation d partir des PBMCs du sang p6riph6rique 
d'un donneur (Sallusto et al. Journal of Experimental Medicine, 1994, 179, 
1109-18). Des monocytes, a 2,5.10® cellules/ml sent cultiv6s dans des 
poches de t6flon dans du RPM1 1640 enrichi en SAB (10 %), en GMC-SF (50 
ng/ml) et en IL4 (1 000 Unit6 /ml). Apres 6 jours de culture, ces cellules 

25 pr6sentent le phSnotype de cellules dendritiques diff6renti6es. 

Ces cellules dendritiques ainsi obtenues, sont ensuite traitees avec 
une dose de 3 pg/ml de E7 natif, ou de E7 A21-26 et/ou du milieu de culture, 
puis cocultiv6es dans plaques 96 puits ^ fond rond avec les PBMCs du 
mgme donneur dans les rapports 1/10 ; 3/10 et 10/10. 18 heures avant la fin 

30 de la reaction, 0.5 \iC\ de thymidine tritide/ puits sont ajout^s. Les resultats, 
donnas en coup par minute, sont present^s dans la Figure 18. 

Lorsque les cellules dendritiques sont pr^-incubSes avec la prot6ine 
E7 native, puis cultiv^es avec les cellules r§pondantes, aucune proliferation 
35 n'est observSe. (d cause de I'activite immunosupressive de la protSine E7 
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native). Lorsque les cellules dendrltiques sont pr6-incub6es avec la prot^lne 
E7 mut6e (d6pourvue de I'activit^ immunosuppressive de la prot§ine native), 
une proliferation des stimulates est observSe. 

s Exemole 6 :Absence d'actlvlt6 Immunoss upressive des Drot6ines E7 
mut6es. 

L'absence d'activit6 immunosuppressive in vitro a 6t6 mesur6e ^ I'aide 
d'un test de proliferation cellulaire. Des cellules mononucl6ees du sang 
periph6rique humain sont isol6es puis cultivees dans des puits ^ fond rond a 

10 raison de 150 000 cellules/puits en pr6sence de 3 pg/ml de differentes 
proteines E7 natives et de leur mutant respectif ou en presence de 
sumageant (SN) de culture de vaccine E7 HPV 16 {A21-25), don de MP 
Kieny. Transgdne et en presence d'antigdne de rappel (PPD + TT). La 
culture cellulaire est poursuivie d 37 °C en atmosphere humide charg6e e 5 

15 % de C02 pendant 6 jours. La proliferation cellulaire est mesur6e par le test 
d'incorporation de thymidine tritiee. Les resultats, donnes en coups par 
minute sont resumes dans le Tableau 2 ci-dessous. 

Tableau 2 



Contrdie milieu 


25 000 


40 000 


33 000 


45 000 


PD1/3-HPV16-E7 


5 000 








PD1/3-HPV16-E7 mutant (C24G: E26Q) 


20 000 








His-HPV16-E7 




10 000 






HIS-HPV16-E7 mutant (C24S: E26Q) 




35 000 






His.HPV16-E7 






7 500 




HIS-HPV16-E7 mutant (A21-26) 






30 000 




SN de vaccine E7 HPV 16 (A21-25) 








40 000 



Les resultats obtenus montrent que les mutants ont 6te detoxifies 
(perte de Tactivite immunosuppresive de la proteine native) 
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REVENDICATIONS 

1. Composition vaccinale d^pourvue de propri§t6 Immunosuppressive, 
preventive ou curative d I'^gard d'un cancer provoqud par une infection d 

5 Papillomavirus, caracteris§e en ce qu'elte comprend, ^ titre de principe actif, 
une prot6lne E7 mut6e non immunosuppressive comprenant la sequence en 
acides amines qui consiste, de rextr6mit6 N-tenninale, vers I'extr6mit6 C- 
terminale, en : 

- (i) la sequence d'acides amines 1-19 de la sequence SEQ ID N^S ; 
10 - (ii) une sequence d'acides amines possedant (a) la substitution d'au 
moins un acide amin^, par rapport ^ la sequence correspondante d'acides 
amin6s 20-29 de la s6quence SEQ ID N°3 ou (b) la d6l6tion d'au moins 
quatre acides amines cons6cutife, par rapport d la sequence 
correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID N'3 ; et 
15 - (lii) la s6quence d'acides amines 30-98 de la s6quence SEQ ID 

en association avec un ou plusieurs adjuvants de rimmunit6 
physiologiquement compatibles. 

2. Composition vaccinale selon la revendication 1, dans laquelle la proteine 
20 E7 mut6e est caract6ris6e en ce que la region (ii) d'acides amines de ladite 

prot6ine E7 mut6e comprend au moins deux substitutions d'acides amines, 
par rapport aux acides amines correspondents de la r6gion peptidique 20-29 
de la sequence SEQ ID N" 3 de la proteine native. 

25 3. Composition vaccinale selon la revendication 2, dans laquelle la proteine 
E7 mutee est caract6ris6e en ce que la region (Ii) d'acides amines de ladite 
protdine E7 mut6e comprend trois, quatre, cinq, six, sept, huit, neuf ou dix 
substitutions d'acides amines, par rapport aux acides amin6s 
correspondants de la region peptidique 20-29 de la sequence SEQ ID N° 3 

30 de la proteine native. 
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4. Composition vaccinale selon la revendication 2, dans laquelle la proteine 
E7 mut§e est caracteris^e en ce que les rdsidus Cys en position 24 et Glu en 
position 26 ont §t§ substitues par un r^sidu d'acide aminS distinct. 

5 5. Composition vaccinale seion la revendication 4, dans laquelle la proteine 
E7 mut6e est la prot6ine E7 (CYS24GLY. GLU26GLN). 

6. Composition vaccinale selon la revendication 4, dans laquelle la proteine 
E7 mut6e est la proteine E7 (CYS24SER. GLU26GLN). 

10 

7. Composition vaccinale selon la revendication 1 , dans laquelle la proteine 
E7 mutee est caract6ris6e en ce que la region (ii) d'acides amines de ladite 
proteine E7 mutSe comprend la d^l^tion de cinq, six, sept, huit, neuf ou dix 
acides amines consScutifs, par rapport d la sequence correspondante 

15 d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID N^'S. 

8. Composition vaccinale selon la revendication 7, dans laquelle la proteine 
E7 mut^e est caract^ris^e en ce que la region (ii) d'acides amines de ladite 
proteine E7 mut6e comprend la d§l6tion de six acides amines consScutifs, 

20 par rapport a la sequence correspondante d'acides amines 20-29 de la 
sequence SEQ ID N^'S. 

9. Composition selon la revendication 8, dans laquelle la proteine E7 mutee 
consiste en la proteine consiste en la proteine E7 mutee dont la sequence 

25 d'acides amines comprend la deletion des acides amines 21 ^ 26 
con-espondants de la sequence SEQ ID N'' 3 de la prot6ine E7 native 

10. Composition vaccinale selon la revendication 7, dans laquelle la proteine 
E7 mut6e est caract^risee en ce que la region (Ii) d'acides amines de ladite 

30 proteine E7 mut^e comprend la deletion de cinq acides amines cons6cutifs, 
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par rapport a la sequence correspondante d'acides amines 20-29 de la 
sequence SEQ ID N^'S. 

11. Composition vaccinale selon la revendication 10, dans laquelle la 
5 prot6ine E7 mut6e consiste en la proteine consiste en la prot6ine E7 mutee 
dont la sequence d'acides amines comprend la d6l6tion des acides amines 
21 a 25 con-espondants de la s6quence SEQ ID N** 3 de la proteine E7 
native 

10 12. Composition vaccinale selon Tune des revendications 1 a 11, 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un adjuvant susceptible 
d'orienter pref6rentiellement la reponse immunitaire vers la production 
d'anticorps neutralisant ractivit6 immunosuppressive de la prot6ine E7 
native. 

15 

13. Composition vaccinale selon la revendication 12, caract§risee en ce 
qu'elle comprend au moins un adjuvant susceptible d'orienter 
pr6f6rentiellement la r6ponse immunitaire vers la production d'anticorps 
d'isotype IgA. 

20 

14. Composition vaccinale selon la revendication 12, caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend au moins un adjuvant susceptible d'orienter 
pr6ferentiellement la reponse immunitaire vers la production, d'anticorps 
d'isotype IgG. 

25 

15. Composition vaccinale selon la revendication 12, caract6ris6e en ce 
qu'elle comprend la combinaison (i) d'un adjuvant susceptible d'orienter 
pr6f6rentiellement la r6ponse immunitaire vers la production d'anticorps 
d'isotype IgA et (ii) d'un adjuvant susceptible d'orienter pr6f6rentiellement la 

30 r6ponse immunitaire vers la production, d'anticorps d'isotype IgG. 
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16. Composition vaccinate selon la revendication 15, caract6risee en ce 
qu'elle comprend au moins un adjuvant de rimmunlt6 susceptible d'induire 
une rSponse immunitaire humorale et ceilulaire. 

5 17. Composition vaccinale selon la revendication 7, caract§ris6e en ce que la 
r6ponse ceilulaire est caract^ris6e notamment par la proliferation de 
lymphocytes exprimant I'antigdne CDS et reconnaissant specifiquemnt la 
prot6ine E7 sauvage. 

10 18. Composition immunog6ne induisant une reponse immunitaire § 
rencontre de la prot6ine E7 native du Papillomavirus HPV-16, sans induire 
simultan^ment une immunosuppression, ladite composition comprenant, a 
titre de principe actif, une prot6ine E7 mutSe non immunosuppressive dont la 
sequence en acides amines consiste, de rextr6mlt6 N-temiinale. vers 

15 I'extremit6 C-tenmlnale, en : 

- (i) la sequence d'acides amines 1-19 de la sequence SEQ ID W3 ; 

- (ii) une sequence d'acides amin6s poss6dant (a) la substitution d'au 
moins un acide amin§, par rapport d la sequence correspondante d'acides 
amines 20-29 de la s6quence SEQ ID N'3 ou (b) la d§l6tlon d'au moins 

20 quatre acides amines cons6cutifs, par rapport d la sequence 
correspondante d'acides amines 20-29 de la sequence SEQ ID N°3 ; et 

- (iii) la sequence d'acides amines 30-98 de la sequence SEQ ID N^S. 

en association avec un ou plusleurs excipients ou adjuvants de I'immunite 
physiologiquement compatibles. . 

25 

19. Composition vaccinale preventive ou curative d'un cancer provoqu6 par 
une infection par HPV-16. caracteris6e en ce qu'elle comprend une quantity 
immunologiquement efficace d'un acide nucl6ique codant une prot6ine E7 
mut^e telle que d6finie selon I'une des revendications 1^11, d'une cassette 
30 d'expression comprenant ledit acide nucl6ique ou d'un vecteur recombinant 
comprenant ladite cassette d'expression.. 
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20. Utilisation d'une prot6ine E7 mut6e non Immunosuppressive telle que 
d6flnie dans I'une quelconque des revendlcations 1 3i 11. pour la fabrication 
d'une composition immunog§ne ou d'une composition vaccinate non 

5 immunosuppressive et qui indult la production d'anticorps neutralisant 
['activity immunosuppressive de la prot§ine E7 native. 

21. Anticorps neutralisants dirlg6s contra le produit d'expression de I'ADN 
codant la prot6ine E7 mut6e telle que d6finie selon I'une des revendications 

10 1^11. 

22. Composition pour vaccination passive d I'encontre d'une infection par 
HPV-16 contenant des anticorps selon la revendication 21. 

15 23. Composition vaccinale d6pourvue de propri6t6 immunosuppressive, 
preventive ou curative a l'6gard d'un cancer provoqu§ par une infection d 
Papillomavirus, caracteris6e en ce qu'elle comprend. d titre de principe actif, 
une quantity appropri6e de cellules dendritiques autologues ou allog6niques 
vls-^i-vis de I'Indivldu d traiter, lesdites cellules dendritiques autologues ayant 

20 6te incub6es avec une prot6ine E7 mut6e telle que d§finie dans I'une des 
revendications 1 d 1 1 et ainsi rendues aptes d pr6senter ladlte prot§ine E7 
mut^e aux cellules T. 
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(57) Abrege : L'invention conceme une composition inrniunog^ne ou vaccinale induisant une rfiponse immunitaire k Tencontre de 
la prot6ine E7 native du Papillomaris HPV-16, sans induire simultanement une immunosuppression, ladite composition comprenant, 
k titre de principe actif, une prot^ine E7 mutfe non immunosuppressive comprenant la sequence en acides amines qui consiste, de 
Textremit^ N-terminale, vers Textr^mite C-terminale, en : (i) la sequence d*acides amines 1-19 de la sequence SEQ ID N**3 ; (ii) une 
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